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RESUMO

Alpinia zerumbet e Solidago chilensis s&o conhecidas pelos valores ornamental e medicinal.
Existem poucos relatos na literatura sobre micropropagacdo de Alpinia zerumbet e nenhum
sobre Solidago chilensis, o que demonstra necessidade de estudos. Este trabalho objetivou
estudar a propagacdo in vitro das espécies, envolvendo micropropagacdo e desenvolvendo
protocolos para organogénese. Para o estabelecimento in vitro foram testados diferentes tipos
de explantes, métodos de desinfestacdo e antioxidantes. Para multiplicacdo, esses explantes
foram testados com reguladores vegetais: acido naftalenoacético e benzilaminopurina isolados
e combinados, além de &cido 2,4-diclorofenoxiacético e cinetina, isolados e combinados. Foi
feita caracterizagdo anatdmica da calogénese. Para aclimatizacdo, apds a pré-aclimatizacao, as
mudas foram transferidas para copos plasticos contendo substrato esterilizado, tampados com
garrafas pet e levados para casa de vegetacdo com sombrite 50%, onde as tampas das garrafas
foram desenroscadas aos poucos. Os resultados mostraram sucesso no estabelecimento in
vitro de A. zerumbet, etapa crucial para iniciar cultivo em larga escala. Contra contaminacéo,
o0 tratamento mais efetivo foi 4mL de PPM/L (Plant Preservative Mixture), controlando 100%
dos patégenos. Como antioxidante, o &cido ascérbico (2%) foi o mais eficiente. Houve
brotacdo de A. zerumbet em explantes derivados de gemas. N&o foi observado declinio na taxa
de propagacdo no decorrer dos subcultivos in vitro, contudo o crescimento € muito lento. Para
S. chilensis, explantes de segmentos nodais apresentaram maior taxa de multiplicacdo. Néo foi
observado declinio na taxa de propagacdo no decorrer de quatro subcultivos in vitro e as
mudas apresentaram alto indice de sobrevivéncia na fase de aclimatizacao.

Palavras-chave: Arnica. Colonia. Embriogénese. Estabelecimento in vitro. Organogénese.
Oxidacéo.



ABSTRACT

(In vitro propagation and acclimatization of medicinal species: Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L.Burtt&R.M.Sm. (Zingiberaceae) and Solidago chilensis Meyen (Asteraceae). Alpinia
zerumbet and Solidago chilensis are known for their ornamental and medicinal values. There
are few reports in the literature on micropropagation of Alpinia zerumbet and none about
Solidago chilensis, which demonstrates the need for studies. This work aimed to study in vitro
propagation of the species, involving micropropagation and developing protocols for
organogenesis. For in vitro establishment were tested different types of explants,
disinfestation methods and antioxidants. For multiplication, these explants were tested with
plant growth regulators naftalen acetic acid and benzilaminopurin isolated and combined, and
dichlorophenoxyacetic acid and kinetin, isolated and combined. It was made anatomical
characterization of callus formation. For acclimatization, after pre-acclimatization, the
seedlings were transferred to plastic cups containing sterilized substrate, capped with plastic
bottles and taken to a greenhouse with 50% shading, where the bottle caps were unscrewed
slowly. The results showed success in establishing in vitro of A. zerumbet crucial step to start
large-scale cultivation. Against contamination, the most effective treatment was 4ml PPM/L
(Plant Preservative Mixture), controlling 100% of pathogens. As an antioxidant, ascorbic acid
(2%) was the most efficient. There was budding A. zerumbet derivatives bud explants. There
was no decline in the propagation rate during in vitro subcultures, however growth is very
slow. S. chilensis, explants nodal segments showed a higher rate of multiplication. There was
no decline in the spread rate over four subcultures in vitro and the seedlings had a high
survival rate in the acclimatization phase.

Keywords: Arnica. Coldnia. Embryogenesis. In vitro establishment. Organogenesis.
Oxidation.
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INTRODUCAO GERAL
1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas podem ser usadas para alivio de sintomas e cura de
diversas doengas, sendo uma forma de tratamento relacionada aos primérdios da medicina e
fundamentada no acimulo de informacdes através de sucessivas geracdes (BRASIL, 2006a).
As plantas sdo de fundamental importancia, pois, por apresentarem propriedades terapéuticas
ou tdxicas, podem ser utilizadas na recuperacdo da saude, tendo grande relevancia a
realizacdo de estudos que identifiquem espécies com potencial de uso tanto em preparagoes
tradicionais (cha, sucos, xaropes, entre outros) como também na forma de principios ativos
isolados (MARTINS et al., 2000).

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de produtos de
importancia econdmica, dentre eles destacam-se os fitoterapicos (medicamentos preparados
exclusivamente a base de plantas medicinais) e os fitof&rmacos (substancias extraidas de
plantas, que apresentam atividades farmacoldgicas, podendo ter aplicacdes terapéuticas),
ambos recursos genéticos vegetais (SIMOES et al., 2010). A etnobotanica estuda as
sociedades humanas, passadas e presentes, e suas interacbes ecoldgicas, genéticas, evolutivas,
simbdlicas e culturais com as plantas (ALEXIADES e SHELDON, 1996). Interligado ao
estudo de plantas medicinais, a etnobotanica trabalha em conjunto com outras disciplinas
correlatas como, por exemplo, a etnofarmacologia, que consiste em combinar informac6es
adquiridas junto a usuarios da flora medicinal com estudos quimicos e farmacoldgicos
(ELISABETSKY, 2003).

Conforme Prudéncio (2012), a pesquisa em etnoboténica baseia-se em dois pontos: a
coleta de plantas e a coleta de informacdes sobre o uso da mesma, ou seja, quanto mais
detalhadas forem as informacGes, maiores serdo as chances de subsidiar o interesse para se
avaliar a eficacia e a seguranca do uso de plantas para fins terapéuticos. Desde o0 ano de 2006,
o governo federal tem implementado a¢fes para incentivar a pesquisa e o desenvolvimento do
setor de plantas medicinais e fitoterapicos. Entre eles, a Portaria Ministerial MS/GM n° 971,
de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) e o Decreto no 5.813, de 22 de
junho de 2006, que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e da outras providéncias. Essas politicas preconizam o incentivo a pesquisa e 0
desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos, priorizando a

biodiversidade do pais (CARVALHO et al., 2008). Até 0 momento, 71 espécies pertencem ao
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elenco definitivo de espécies vegetais nomeadas para estudos pelo PPPM (Programa de
Pesquisas de Plantas Medicinais) e para alicercar ainda mais as acOes de fitoterapia nas
politicas publicas de salde, foi criada a RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS, onde estdo Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt. & R. M. Sm. e Solidago
microglossa D.C., que é uma sinonimia cientifica de S. chilensis Meyen, a fim de que o uso
dessas plantas bioativas seja realizado de maneira mais racional e padronizado (Brasil 2006b;
2009).

No Brasil algumas espécies exoticas utilizadas na medicina popular ainda tém sido
pouco estudadas e pesquisas que envolvam propagacdo dessas espécies devem ser
desenvolvidas, preservando a diversidade e a integridade do patriménio genético. Assim, uma
das possibilidades de preservar e multiplicar essas espécies seriam as técnicas de cultura de
tecidos, a partir de explantes de plantas que ndo possuem condi¢bes de produzir sementes
devido a auséncia de formacdo de frutos ou impossibilidade de germinacdo devido a mudanca
do seu local de origem. Para Medeiros (2003), o uso da tecnologia é frequentemente o Unico
recurso na preservacgdo da biodiversidade e promocdo da variabilidade.

As técnicas de cultura de tecidos estdo baseadas na totipotencialidade da célula
vegetal, que possibilita a regeneracdo de plantas a partir de células, tecidos e 6rgdos. Nessa
técnica segmentos de tecido ou 6rgao vegetal, aqueles identificados como mais adequados por
possuir maior potencialidade morfogenética, sdo utilizados para iniciar a cultura in vitro, em
condicdes assépticas, em meio nutritivo (PINTO e LAMEIRA, 2001). A cultura de tecidos,
dentre suas técnicas a micropropagacdo, é grandemente influenciada pelo tipo de meio de
cultura, apresentando diversas concentragdes e constituintes entre macro e micronutrientes,
vitaminas, fontes de ferro, carboidratos e suplementos organicos (PINTO e LAMEIRA, 2001;
PEREIRA et al., 2005). Os autores ainda afirmam que a interacdo e o balanco entre os
reguladores vegetais supridos no meio e os hormonios produzidos endogenamente pelas
células, vao regular o crescimento e a morfogénese in vitro, exceto alguns tecidos que nédo
sintetizam hormonios e por isso sdo completamente dependentes de reguladores exogenos
adicionados ao meio de cultura.

Reguladores vegetais sdo substancias naturais ou sintéticas aplicadas nas plantas para
alterar 0s processos vitais e estruturais para incrementar producdo e melhorar a qualidade de
culturas de interesse econdmico (LACA-BUENDIA, 1989). Até recentemente eram
conhecidos apenas cinco tipos (auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico e etileno) e
hoje outras moléculas com efeitos similares tem sido descobertas, tais como,

brassinosterdides, acido jasmonico, acido salicilico e poliaminas (CATO, 2006). Varios
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grupos de reguladores de plantas sdo conhecidos e estdo envolvidos em uma grande variedade
de respostas fisioldgicas, sdo os principais compostos orgédnicos no meio de cultura que
causam respostas morfogenéticas in vitro.

Diferencas nas concentracdes de auxinas e citocininas sdo responsaveis pela promogéo
de diferentes respostas, reducdo do balanco auxina/citocinina induz formacgdo de gemas,
concentragdes iguais produzem calos e o incremento de auxina tende a iniciar o crescimento
de raizes (MOURA et al., 2000; PINTO e LAMEIRA, 2001). Contudo, conforme Nunes et al.
(1999), as auxinas estdo associadas a diferenciacdo celular que pode originar os primordios
radiculares, mas provocam a proliferacdo desordenada de células, formando os calos. Para a
rizogénese, as auxinas sdo o0s principais reguladores utilizados, sendo ANA (Acido
Naftalenoacético) e AIB (Acido Indolbutirico) as mais empregadas (MOURA et al., 2000).
Entretanto, Grattapaglia e Machado (1990) verificaram que diversas espécies enraizam na
presenca de niveis muito baixos ou nulos de auxina, principalmente no caso de herbaceas.

Yue e Reed (1993) ressaltam que as plantas propagadas in vitro tém potencialidade
para desenvolver aparato fotossintético funcional, todavia novas estruturas devem ser
formadas durante a fase de enraizamento e para tanto fatores como concentracao de sacarose e
aeracdo de recipientes podem ser manipulados. Assim, verifica-se que o cultivo in vitro de
plantas € um complexo processo dependente de fatores enddgenos e exdgenos tais como
genotipo, substrato (com os diferentes meios e seus reguladores), condi¢Bes fisicas do
ambiente onde o cultivo é desenvolvido e ainda fatores dependentes do tecido utilizado como
explante.

A oxidacdo, € um dos fatores que interferem no cultivo in vitro, se caracteriza pelo
escurecimento das partes excisadas dos explantes e do meio de cultivo, influenciando na
absorcédo dos constituintes do meio pelo explante em virtude da obstrucéo do tecido oxidado,
0 que limita em parte o processo de micropropagacdo de algumas espécies e interfere na taxa
de multiplicacdo (OLIVEIRA et al., 2001; COSTA et al., 2006). Tal oxidagéo é resultante da
liberacdo de compostos fenolicos in vitro, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose
pelo tecido injuriado, que modifica a composi¢do do meio de cultivo e, consequentemente, a
absorcdo de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000; VAN WINKLE et al., 2003). Os compostos
fenolicos sofrem oxidacao pelas enzimas polifenoloxidases, produzindo quinonas na presenca
do oxigénio molecular, substancias altamente toxicas, o que lhes permite reduzir a acdo de
microrganismos invasores, contudo normalmente inibem o crescimento dos explantes,
ocasionando, ndo raramente, até a morte dos mesmos (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998; ALVARENGA et al., 2011). Para a diminuicdo da oxidacdo, Grattapaglia e Machado



14

(1998) ainda recomendam a adicdo de antioxidantes ao meio de cultivo ou o pré-tratamento
dos explantes em solugéo contendo antioxidantes.

E dificil avaliar a dimensdo econdmica intrinseca existente entre o cultivo de plantas
medicinais e a salde da populacdo favorecida, mesmo porque a maior parte das plantas é
colhida sem cultivo regular, contudo é indiscutivel a tendéncia de desenvolvimento nesta area.
No processo produtivo de plantas medicinais em quantidade e com qualidade adequadas é
imperativo 0 processo de producdo de mudas, que constitui 0 primeiro passo para atingir o
objetivo esperado (SILVA et al., 2011). A germinacdo das sementes pode ser definida como a
emergéncia e o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, em que se manifesta a
sua capacidade para dar origem a uma plantula normal, em condi¢Ges ambientais favoraveis
(BORGUETTI e FERREIRA, 2004). Para essas condi¢des ambientais favoraveis, devem-se
levar em conta alguns fatores extrinsecos (ambientais), contemplados principalmente pela
temperatura e luz, e intrinsecos, ligados a propria semente (dureza, impermeabilidade do
tegumento a agua e gases, embrido imaturo e presenca de inibidores) que podem promover a
dorméncia das sementes e consequentemente inibir o processo germinativo (BEWLEY e
BLACK, 1994).

Por outro lado, a propagacdo vegetativa tem como caracteristica, a obtencdo de lotes
de plantas bastante uniformes e produtivos quando as condi¢cdes de clima e solo séo
favoraveis e € muito importante para individuos que geram nenhuma ou pouca semente, e
para manter um programa de melhoramento ou plantios comerciais, tanto de espécies lenhosas
guanto herbaceas, consistindo em multiplicar assexuadamente células, tecidos, 6rgdos ou
propagulos de maneira a produzir clones, visando melhorar e manter variedades de
importancia econdmica e medicinal (PETRY, 1999; EHLERT et al., 2004; FERRARI et al.,
2004). O interesse € relativamente recente e tem-se concentrado na verificacdo dos melhores
tipos e comprimentos de estaca, no efeito do uso de reguladores vegetais e nos substratos mais
adequados para o enraizamento, sobretudo in vitro. Estudos revelam que a utilizagdo de macro
ou microestacas do tipo herbacea, semilenhosa e lenhosa, com folhas presentes ou ausentes,
assim como, a época de coleta influenciam consideravelmente no enraizamento das mesmas
(BEZERRA e LEDERMAN, 1995). As principais vantagens sdo: rapidez na produgdo da
muda, reproducdo fiel da planta-matriz, possibilidade da multiplicacdo de plantas que nédo
florescem ou néo frutificam por motivos de adaptacéo e cujas sementes sdo estéreis, além de
maior precocidade, uniformidade e alta qualidade das mudas produzidas (PETRY, 1999;
BORGUETTI e FERREIRA, 2004).

Além do tipo de estaca, outro fator muito importante para 0 enraizamento € o
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substrato. E de fundamental importdncia a mistura de diferentes componentes para a
composi¢do de um substrato estavel, denso e firme para sustentar a estaca, com boa
capacidade de retencdo de agua para que a frequéncia de irrigacdo seja baixa, poroso o
suficiente para permitir a drenagem do excesso de agua, promover aeracdo adequada, isento
de patdgenos, com suficiente provimento de nutrientes, e adaptado & obtengdo de mudas de
boa qualidade em curto periodo de tempo (CORREIA, 1998; MENEZES JUNIOR et al.,
2000; HARTMANN et al., 2011).

Quando é tratada a propagacdo vegetativa, além do tipo de substrato, o0s
conhecimentos de anatomia sdo necessarios, pois a identificacdo dos aspectos estruturais €
importante para o sucesso da propagacéo, a qual depende da regeneragéo de tecidos vegetais
gue se encontram na amostra utilizada e das potencialidades desses tecidos, que determinam a
capacidade de adaptacdo ao ambiente, utilizando-se reguladores vegetais ou ndo (SILVA et al.,
2005; GlL et al., 2012; WENDLING e GATTO, 2012).

A germinagdo in vitro € um procedimento recomendado para trabalhos com espécies
selvagens, pois visa identificar a existéncia de mecanismos de dorméncia de sementes e ha
possibilidade de identificar técnicas para acelerar e uniformizar a germinacgéo, principalmente
com o uso de giberelinas (PINTO e LAMEIRA, 2001) que atuam como indutores da
transcricdo de diversas hidrolases permitindo a mobilizacdo de reservas que serdo utilizadas
pelo embrido (TAIZ e ZEIGER, 2013). Porém, quando a espécie ndo consegue reproduzir
sexuadamente para manter sua descendéncia e promover a variabilidade natural, a cultura de
tecidos acaba se tornando uma alternativa Unica, até que novos estudos citogenéticos sejam
direcionados a fim de estudar até que ponto o nivel de ploidia e a biologia reprodutiva desta
espécie fora do centro de origem interferem nos seus mecanismos reprodutivos (KRIECK et
al., 2008).

A micropropagacdo de espécies medicinais tem apresentado alternativas promissoras
para programas de melhoramento, seja na multiplicacdo de um genotipo desejado, geracédo de
nova variabilidade, selecdo e producdo de metabdlitos secundarios (PINTO e LAMEIRA,
2001). Diversos protocolos tém sido estabelecidos para multiplicagéo in vitro, Borthakur et al.
(1999) para Alpinia galanga Will; Andrade et al. (2000) para Myracrodruon urundeuva Fr.
All; Asmar et al. (2001) para Mentha x Piperita L.; Ahmad e Anis, (2005) para Cucumis
sativus L.; Vicente et al. (2009) para Vernonia condensata Baker; Hamirah et al. (2010) para
Zingiber montanum Koenig; Mohanty et al. (2011) para Zingiber rubens Roxb.; Rakkimuthu
et al. (2011) e Victério et al. (2011) para Alpinia zerumbet; Campos et al. (2013) para
Amburana cearensis (Allem.) A.C. Smith; Ozarowski e Thiem (2013) para Passiflora spp.;
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Attia et al. (2014) para Morus alba L.; Stein et al. (2009) mostrando o efeito do genétipo para
Plantago sp.; Pereira et al. (2006) com germinacdo de sementes de Uncaria guianensis
(Aublet) Gmelin; entre outros. Contudo alguns trabalhos ainda séo escassos e permanecem
muitos questionamentos.

Existem poucos relatos na literatura sobre micropropagacdo de Alpinia zerumbet e
Solidago chilensis, o que demonstra a necessidade de estudos com as espécies, Visto suas
importancias econémicas e fontes de substancias bioativas validadas cientificamente e que
podem ser Uteis na producdo de fitoterapicos. Este trabalho teve como objetivo estudar a
propagacao in vitro das duas espécies, aprimorando protocolos existentes de micropropagagéo
e desenvolvendo protocolos para organogénese, embriogénese e aclimatizacdo, o que
possibilita o desenvolvimento de estratégias para producdo em larga escala, conservacdo e

exploracdo sustentavel.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Alpinia zerumbet
2.1.1 Aspectos taxonémicos

Zingiberaceae é a maior familia dentre as Zingiberales com 53 géneros e mais de
1.200 espécies com distribuicdo geografica Pantropical, consistindo de um género encontrado
na regido Neotropical (Renealmia), quatro géneros encontrados na Africa (Aframomum,
Aulotandra, Siphonochilus e Renealmia), e o restante dos géneros distribuidos desde o leste
da Asia até as Ilhas do Pacifico (KRESS et al., 2002). Conforme Smith (1990), o género
Alpinia é o maior, com mais 200 espécies. E cultivado em areas antropicas de quase todos 0s
Estados brasileiros (MAAS e MAAS, 2014) e diversos trabalhos mostram que suas espécies
sdo cultivadas como ornamentais e até para fins medicinais (RODRIGUES e GUEDES, 2006;
OLIVEIRA JUNIOR e LEITE, 2007; SOUZA e LORENZI, 2012). Muitas espécies S&0
utilizadas para alimentacdo, perfumaria, na producdo de condimentos de propriedades
aromaticas, corantes, fibras e papel (TOMLINSON, 1956). Dentre essas, destaca-se Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. (Figura 1).
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Figura 1 — A- Rizoma de Alpinia zerumbet; B- Detalhe da inflorescéncia; C- Muda cultivada no ambiente
externo; D- Detalhe das folhas; E e F- Detalhes das touceiras e brotacdes laterais. Fotos: Premiumseeds (A), Ana
Carolina.

E conhecida em varias regides do Brasil por 4gua-de-elefante, paco-seroca, cuité-acu,
pacova, gengibre-concha, jardineiro, cardamomo-do-mato, cardamomo-falso, cana-do-brejo,
cana-do-mato, paco-seroso, louro-de-baiano, alpinia, falsa-noz-moscada e vindiva
(ALMEIDA, 1993; SOUZA e LORENZI, 2012; LORENZI e MATOS, 2008; RODRIGUES e
GUEDES, 2006). Em outros paises é conhecida popularmente como flor del paraiso, paraiso,
ilusion (Venezuela); boca de dragdn (Republica Dominicana), shell ginger, shell flower,

ginger lily (em paises de lingua inglesa) (VICTORIO, 2008).

2.1.2 Aspectos morfo-anatdmicos

E uma planta herbécea, rizomatosa, aromatica capaz de atingir 2 a 3 metros de altura,
folhas simples, coridceas e lanceoladas em disposicéao distica, ligula desenvolvida e presenca
de longa bainha que, sobrepostas umas as outras, formam um pseudocaule. Sua inflorescéncia
é do tipo cacho, branca com amarelo-résea (SIRIRUGSA, 1997; ALBUQUERQUE e
NEVES, 2004). O fruto é uma cépsula, em forma de fuso, com trés I6culos contendo mais de
dez sementes cada um, dispostas livremente. O pericarpo é branco amarelado a castanho
amarelado, com nervuras aladas longitudinais, apice com calice tubular persistente sendo
bastante aromatico e gosto ligeiramente pungente (WU et al., 2014).

Ainda conforme os autores, as sementes sdo poliédricas, cobertas com arilo
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membranéceo branco, que possui de quatro a sete camadas de células, arredondadas ou
longitudinalmente alongadas, com paredes espessadas. A epiderme da testa possui uma unica
camada de ceélulas, longitudinalmente alongadas e com parede relativamente espessada;
hipoderme com trés ou quatro camadas de células, tangencialmente alongadas; camada
pigmentosa formada por varias camadas de células castanhas, distribuidas com uma ou duas
camadas de células oleiferas subarredondadas; endotesta constituida por uma camada de
células palicadicas esclerenquimatosas, marrom-avermelhadas, de paredes internas e laterais
muito espessas (WU et al., 2014).

Gevl et al. (2014) estudaram os rizomas em 10 espécies da familia Zingiberaceae e
apesar da grande maioria dos elementos de vaso de metaxilema de Zingibereae serem longos
e estreitos, com placas de perfuracdo escalariformes, encontraram no género Alpinia
elementos de vaso de metaxilema predominantemente curtos com espessamentos de parede
parcialmente perfuradas. As perfuracfes das placas possuem geralmente poucas barras (<10).
Verificaram que os rizomas de todas as 10 espécies acumulam grdos de amido, sdo
classificados como suculentos e observaram idioblastos oleiferos na maioria das espécies.
Ainda mostraram a presenca de mais elementos internos de metafloema préximos aos
elementos de metaxilema apenas nas espécies de Alpinia, o que ajuda na elucidacdo de
parentesco entre 0s taxa.

Jezler et al. (2013) observaram nas folhas a maior quantidade de células oleiferas
distribuidas tanto no parénquima palicadico quanto esponjoso. Nas pétalas em menor
quantidade distribuidas na epiderme e parénquima. O rizoma foi o 6rgdo que apresentou
menos células oleiferas, encontradas no tecido cortical e medular, contudo nas raizes ndo foi
possivel quantificacdo e verificaram a presenca de células oleiferas na regido cortical.

Santos et al. (2012) mostraram que o horario de colheita é importante sobre o teor do
6leo essencial com o maior valor encontrado as 14:33h, contudo sem alteracdo na composicao
quimica, sendo o composto majoritario terpinen-4-eol, em plantas com seis e nove meses de
idade. Para pos-colheita, Aradjo (2013) verificou que a embalagem pléastica conservou o 6leo
essencial por até nove meses nas estruturas vegetais, sem perdas excessivas. Murakami et al
(2009) verificaram 17 compostos presentes no Oleo essencial e desses, p-Cymene 0 mais
abundante, contudo houve variacao significativa na composicédo do 6leo essencial ao longo de

cinco anos de pesquisa nas diferentes estacdes do ano.

2.1.3 Aspectos fitoquimicos
Apesar dos avancos na tecnologia e na eficacia das drogas sintéticas, os produtos
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naturais estdo sendo cada vez mais utilizados para fins médicos, talvez porque eles tém menos
efeitos colaterais ou por serem mais acessiveis (DEVIENNE et al., 2004). As plantas
medicinais desempenham um papel importante na medicina moderna: elas podem produzir
drogas que dificilmente sdo obtidas por sintese quimica, e que proporcionam alguns
compostos que podem ser facilmente modificados, tornando-os mais eficazes e menos toxicos
(TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

O que diferencia uma planta toxica de uma planta medicinal é a dose e 0 uso que é
feito dela, contudo poucas espécies tém sido estudadas cientificamente para avaliar a
qualidade, eficacia e seguranca na administracdo (CALIXTO, 2005; SILVEIRA et al., 2008).
Calixto (2000) ressalta que € falsa a ideia de que drogas a base de plantas sdo seguras e sem
efeitos colaterais. A importancia da inclusdo dos fitoterdpicos nos programas de
farmacovigilancia vem sendo reconhecida nos altimos anos por varios paises da Europa,
como Reino Unido e Alemanha, onde muitas delas foram retiradas do mercado devido a
importantes efeitos tdxicos e risco para uso humano (SILVEIRA et al., 2008).

Toda planta de A. zerumbet pode ser utilizada, porém o rizoma serve tanto como
produto alimentar como uma fonte natural de antioxidantes (ALMEIDA, 1993;
ELZAAWELY et al., 2007; WONG et al., 2009). Também se destacam as propriedades
hipotensoras, diuréticas, antifingicas, anti-Helicobacter pylori, antiobesidade, como relaxante
muscular, antiespasmaodica, antipsicotica, anti-helmintica e antinociceptiva (LARANJA et al.,
1992; LIMA et al., 1993; BEZERRA et al., 2000; ARAUJO PINHO et al., 2005; WANG e
HUANG, 2005; ARAUJO et al., 2011; MACEDO et al., 2012; CUNHA et al., 2013; TU e
TAWATA, 2014). O 6leo essencial esta presente por toda planta, a atividade antimicrobiana do
6leo essencial das flores foi patenteada e também relatada a producdo de inseticidas por
Morita (1992). O 6leo essencial das folhas também tem atividade relatada por Satou et al.
(2013). Eles verificaram que o tempo de inalacdo, ndo apenas a quantidade tem efeito
ansiolitico eficaz entre 90 e 120min, contudo esse efeito retorna ao normal ap6s 150min de
exposicdo. J& com os frutos, o 6leo essencial tem efeito protetor contra oxidacdo que visa
melhorar a fungdo endotelial adrtica humana (XIAO et al., 2014). Oliveira (2008) encontrou
DLsy, para o extrato aquoso >5gKg, demonstrando que os principios ativos do extrato
apresentam baixa toxicidade.

Rodrigues e Guedes (2006) encontraram relatos de uso desta planta para problemas de
pressdo e coragdo, como calmante, para pés-parto adicionando-se aguardente e mel,
problemas menstruais, dor de cabeca e dores em geral. De acordo com Matos (1999), suas

atividades sedativa e hipotensora estdo comprovadas. Almeida (2000) relata a presenca de
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alcaldides, esterdides, triterpendides, derivados hidroxiantracénicos, flavondides e saponinas.
Barcelos et al. (2010) identificaram 14 constituintes no oOleo essencial das folhas, sendo
terpinen-4-ol (37,45%) o majoritario, seguido pelo 6xido de cariofileno (7,56%), trans-hidrato
de sabineno (6,61%) e 1,8-cineol (4,02%), sendo provavelmente o primeiro e o Ultimo

responsaveis pela reducdo da hipertrofia cardiaca.

2.1.4 Propagacéo

A propagacao vegetativa € considerada uma importante ferramenta na manutencao de
espécies, principalmente aquelas de importancia medicinal, pois na maioria dos casos, as
plantas propagadas mantém as caracteristicas genéticas da planta mae (HARTMANN et al.,
2011). Destaca-se a propagacao assexuada ou clonal, tendo essa a vantagem de manter todas
as caracteristicas da planta matriz, a uniformidade nas mudas, a producdo de materiais de alta
qualidade e menor custo, sendo viavel para pequenos agricultores. Além disso, é importante
para espécies que ndo se reproduzem muito bem por meio de sementes. Para estaquia, alguns
trabalhos demonstram facilidade na producdo de mudas.

As sementes de Alpinia zerumbet sdo raramente formadas devido a baixa viabilidade
do grdo de polen (apenas 7%) e € propagada vegetativamente através de rizomas
(RAKKIMUTHU et al., 2011). Fatores como polinizagéo insuficiente e estresse ambiental
podem influenciar negativamente na viabilidade das sementes, interferindo na reproducéao
sexuada das espécies (VELTEN e GARCIA, 2005). Com relacdo a auséncia de frutificacdo
efetiva, discussao semelhante foi feita por Li et al., (2002) com Alpinia kwangsiensis T. L. Wu
& S. J. Chen, que habita areas de florestas tropicais e beiras de estradas de Yunnan, uma
provincia montanhosa a Sudoeste da China. A exploracdo comercial para a producdo e
propagacdo convencional é dificultada devido a baixa viabilidade das sementes, com baixa

taxa de germinacao e baixa taxa de enraizamento de estacas (ILLG e FARIA, 1995).

2.2 Solidago chilensis
2.2.1 Aspectos taxonémicos

Asteraceae é uma das familias mais importantes como fonte de espécies de valor
medicinal, ornamental, alimenticio e consequentemente econémico, com 1600 a 1700 géneros
e cerca 24000 espécies, em nove familias botanicas, cosmopolita, exceto pela Antartica (DI
STASI et al., 2002; FUNK et al., 2005; APG 11, 2009). E bem representada no Brasil, com
aproximadamente 278 géneros e 2066 espécies, parte € nativa enquanto varias outras foram
aqui aclimatadas, distribuidas em diferentes regides (DI STASI et al., 2002; FUNK et al.,
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2009; SOUZA e LORENZI, 2012).

O género Solidago ¢ um dos maiores da familia Asteraceae com cerca de 130
espeécies, que preponderantemente apresentam sementes com heteromorfismo, onde ocorrem
diferencas entre frutos localizados na periferia e no centro do capitulo, em relacdo ao
tamanho, massa e estrutura de disperséao, sendo assim, modelo bioldgico adequado para testar
a evolucdo das taxas de dispersdo ou estratégias de germinacdo (IMBERT, 2002; WEBER e
JAKOBS, 2005). No Brasil, é vista a ocorréncia somente da espécie S. chilensis Meyen, que
também pode ser encontrada no Chile e Argentina (JOAQUIM et al., 2012).

E popularmente conhecida como arnica, arnica-brasileira, erva-lanceta, arnica-
silvestre, espiga-de-ouro, lanceta, macela-midda, marcela-miuda, rabo-de-rojdo, sapé-macho.
Possui como sinonimia cientifica Solidago marginella DC, S. nitidula Martius; S. odora Hook
ET Arn, S. polyglossa DC, S. vulneraria Martius, S. linearifolia DC, S. microglossa DC
(OLIVEIRA et al., 1998; LORENZI e MATQOS, 2008 e BORGES e TELES, 2014).

2.2.2. Aspectos morfo-anatémicos

E um subarbusto ereto, perene, ndo ramificado, entouceirado, rizomatoso, levemente
aromatico, de 80 até 120 cm de altura por cerca de 1,5 cm de didmetro na base do caule, de
coloragéo verde clara na parte superior e verde acinzentada na parte inferior. Suas folhas sdo
simples, membranosas, elipticas e obovadas, alternas, serradas, quase sésseis, asperas ao tato,
medindo até 10 cm de comprimento por ate 1,5 cm de largura; capitulos florais pequenos,
com flores amarelas, constituidos de oito a dez floretas tubulosas e dezoito a vinte floretas
liguladas, reunidas em grandes inflorescéncias escorpidides dispostas na extremidade dos
ramos, conferindo ao conjunto o aspecto de uma grande panicula muito ornamental, com
cerca de 20 cm de comprimento (OLIVEIRA et al., 1998; LORENZI, 2000) (Figura 2).
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Figura 2 — Solidago chilensis em horta. A- Vista geral; B- Detalhe da inflorescéncia; C- Detalhe das flores.
Fotos: Dévisson Luan.

Quando analisaram a anatomia de S. chilensis var. chilensis, Hernandez et al. (2013)
encontraram na raiz um cilindro vascular com periciclo rodeando a estrutura vascular
secundaria, que inicialmente apresenta estrutura tetrarca, quatro arcos de xilema intercalados
por grupos de floema com fibras. A periderme radicular ¢ formada por um felogénio
superficial, seguida do cortex composta de 10 a 12 camadas de parénquima, com reservatorios
opostos a cada grupo de floema, e a endoderme com estrias de Caspary.

As diferengas mais importantes do caule aéreo com o rizoma sdo: a presenca de
colénquima e um cortex estreito, com menos camadas de aerénquima do que o rizoma
(HERNANDEZ et al., 2013). A folha apresenta mesofilo de estrutura heterogénea e
assimétrica, sua regido mediana é constituida por uma ou duas fileiras de células
parenquimaticas grandes e de paredes finas. O parénquima palicadico é formado por duas
fileiras de células tanto do lado da epiderme superior como do lado da epiderme inferior. As
epidermes séo providas de tricomas tectores unisseriados, geralmente formados por duas a
quatro células, sendo frequentemente a célula terminal alongada e delgada. Os estdbmatos
anomociticos ocorrem em ambas as epidermes. (CHICOUREL et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
1998; HERNANDEZ et al., 2013). Hernandez et al. (2013) também encontraram estdmatos
anisociticos em ambas superficies foliares, junto a anomociticos, cuticula espessa, trés tipos
de tricomas e mesofilo isobilateral tendo 2-3 camadas de células curtas de parénquima
palicadico.

Gil et al. (2012) analisaram folhas de individuos da espécie S. chilensis em uma regiéo
de Cordoba, Argentina, adaptados a ambientes secos e solos pobres, e encontraram uma
epiderme foliar uniestratificada de cuticula espessa, com células pequenas, de paredes retas ou

suavemente onduladas e contorno sinuoso, com estdbmatos anomociticos e anisociticos no
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mesmo nivel das células epidérmicas e em maior frequéncia na face abaxial.

Cancelli et al. (2006) e Palazzezi et al. (2007) analisaram os grdos de pélen e
descreveram como de tamanhos médios, oblato-esferoidais, ambito subtriangular,
tricolporados, endoabertura lalongada, equinados, abertura margeada por 4 pares de espinhos,
colpos longos e largos no equador, de pontas afiladas e margem difusa perto da regido polar,
colporos pouco visiveis, exina cavada, ectosexina perfurada, e com columelas maiores nas
bases dos espinhos. Espinhos médios, conicos, columelados, apices afilados e solidos, e com

12 a 15 espinhos em vista polar.

2.2.3 Aspectos fitoquimicos

As espécies da familia Asteraceae sdo ricas em estruturas secretoras, compostas por
células glandulares especializadas que ocorrem isoladas ou agrupadas e variam quanto a
morfologia, funcdo, posicdo e tipo de compostos que biossintetizam e acumulam, e estdo
envolvidos na defesa quimica das plantas (SIMON et al., 2002; MILAN et al., 2006;
ANDREUCCI et al., 2008). Além disso, apresentam uma ampla variedade de atividades
bioldgicas e farmacoldgicas que lhes conferem um status importante no que se refere a
procura de compostos bioativos, sendo utilizadas para delimitar alguns géneros (CASTRO et
al., 1997; SMILJANIC, 2005). Estudos sobre o género Solidago revelam que esta planta tem
atividades bioldgicas importantes, tanto in vitro quanto in vivo (LI1Z, 2007).

Rodrigues et al. (2014) encontraram floracdo durante todos os meses do ano para S.
microglossa cultivada em Belém — PA, enquanto a frutificacdo ocorreu apenas entre 0s meses
de agosto e outubro, além de fevereiro e marco. Isso fez com que estes autores indicassem o
més de agosto para coleta de sementes e folhas para analise fitoquimica, na regido, em virtude
do deslocamento de substancias ativas para os 6rgdos reprodutivos durante a fenofase
(LAMEIRA e AMORIM, 2008). Baggio et al. (2012) ressaltam que alguns aspectos tais como
estadio de desenvolvimento da planta e fatores ambientais como solo e modo de plantio
podem influenciar a producéo de principio ativo no vegetal e assim a composic¢éo fitoquimica.

S. chilensis possui folhas e flores aromaticas com propriedades medicinais, cuja acéo
farmacoldgica predominante ocorre no sistema circulatério. Popularmente é usada como
antiinflamatdria, analgésica, estomaquica, adstringente, cicatrizante, vulneraria, para
traumatismos, contusbes e picadas de insetos (LORENZI, 2000; RODRIGUES e
CARVALHO, 2001; LORENZI e MATOS, 2008; BAGGIO et al.,, 2012). Na forma de
emplastro, cataplasma, tintura ou infusdo, suas folhas e caules s&o muito utilizadas para o
tratamento de contusfes e machucados (POSSE, 2007), micoses de pele (AVANCINI e
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WIEST, 2008), inflamagdo, infeccdo e contusdo (MASSAROTTO, 2009), dor e inflamagéo
(OLIVEIRA et al., 2010), problemas renais, anti-helmintico, relaxante muscular, contra dores,
estomaquico, antihipertensivo, pneumonia, constipacdo (BIESKI et al., 2012), contuséo,
traumatismo, furinculos (JORGE, 2012), contus®es, inchacos (OLIVEIRA e MENINI NETO,
2012), contra dores em geral (TULER e SILVA, 2014). Na regido da Mata Atlantica, o
macerado da planta toda em aguardente € usado externamente contra dores musculares,
pancadas, picadas de insetos e infec¢bes, enquanto a decoccdo da planta toda é usada
internamente como sedativa e contra distdrbios digestivos (DI STASI et al., 2002).

Sua propriedade antiinflamatdria estaria reforcada pela presenca de antocianinas,
carotenoides e flavondides (LORENZI e MATOS, 2008), validada por Goulart et al. (2007),
Liz et al. (2008), Tamura et al. (2009) e Gastaldo et al. (2012). A atividade antioxidante parece
estar relacionada com os flavondides presentes, entre eles a quercetina (GUNTNER et al.,
1999). Tambem possui saponinas, taninos, e alcaloides (ROCHA, 2006; BAGGIO et al.,
2012). Entretanto, Pedroso et al. (2009) ndo encontraram a presenca de saponinas e alcaldides,
também em S. microglossa, isso mostra como a influéncia de fatores intrinsecos e ambientais
podem influenciar na producdo vegetal. Rodriguez et al. (2002) atribuiram efeito
gastroprotetor devido a solidagenona, um diterpeno labdanico, isolada do extrato do rizoma e
das raizes. Conforme Bucciarelli et al. (2010) previne a formacdo de lesGes gastricas, sem
toxicidade aguda.

Silva et al. (2010) atribuiram efeito analgésico e anti-inflamatério atuando
significativamente na reducdo de lombalgias e Rocha (2006) também comprovou atividades
analgésica e anti-inflamatoria em ratos. O extrato de folhas de S. microglossa inibiu espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico, induzidas por diferentes pré-oxidantes e o extrato etanolico
mostrou significativa atividade hepatoprotetora devido aos compostos polifendlicos tais como
acido gélico e flavonoides, entre eles quercetrina, rutina e quercetina (SABIR et al., 2012).
Vila et al. (2002) encontraram constituintes volateis no oleo essencial das folhas, somando 36
diferentes compostos encontrados, atribuindo a esse 0leo essencial atividade antifingica

contra 5 tipos de fungos filamentosos e uma levedura.

2.2.4 Propagacao

A propagacao sexuada é essencial na permanéncia da variabilidade genética existente
para a espécie. S. chilensis se reproduz por sementes e/ou através de seus rizomas, a
semeadura pode ser feita diretamente a campo, em sulcos (PRUDENCIO, 2012). Zuliani et al.

(2012) conseguiram resultados positivos para formagéo de brotos, folhas e raizes de estacas
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medianas e basais de S. chilensis mantidas em agua, sem solucdo nutritiva, sendo necessario
apenas fitorregulador para o total enraizamento das mesmas. Correia et al. (1999) e Prudéncio
(2012) sugerem a utilizacdo de grande quantidade de sementes na propagacdo sexuada para
essa espécie, pois a mesma apresenta uma baixa percentagem de germinacdo (20% a 20°C e
12% a 20-30°C, aos 14 dias).

Conforme Correia et al. (1999) e Lobler (2013), S. chilensis possui resultados distintos
quando analisado o fotoblastismo e a temperatura para germinacdo demonstrando a
necessidade de maiores estudos e compreensdo dos fatores que influenciam na germinacao.
Para que o cultivo e 0 manejo das espécies vegetais sejam conduzidos de forma adequada, €
essencial o entendimento da dindmica dos ecossistemas onde essas espécies se desenvolvem,
para indicar as respostas das plantas as condi¢des climaticas e edéaficas locais, diferenciando
periodos de floracdo e frutificacdo inerentes a determinada area (D'ECA-NEVES e
MORELLATO, 2004).
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CAPITULO 1 - Regeneracdo in vitro de Solidago chilensis Meyen via

organogénese direta
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Regeneracao in vitro de Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) via

organogénese direta

Resumo: Solidago chilensis Meyen é uma espécie medicinal conhecida por arnica-brasileira.
O trabalho teve como objetivo estabelecer protocolo para regeneracéo in vitro de S. chilensis
via organogénese direta. Para o estabelecimento in vitro foram testados dois tipos de
antioxidantes: carvéo ativado (0,3%) adicionado ao meio de cultura e imersdo em solucédo de
acido ascorbico (2%) por 20 minutos, e quatro tipos de explantes: segmentos basais e
medianos de lamina foliar, além de segmentos intermodais e nodais caulinares, apicais e
medianos. Também foram testados tipos de fechamento dos tubos (com filme PVC e
algoddo), e analisada a anatomia das plantas. Para aclimatizacdo, vasos contendo fibra de
coco, areia e terra vegetal foram mantidos em casa de vegetacdo. As plantas foram regadas
trés vezes por semana com 2 mL de solucdo de Hoagland (1/4 de forca). Depois de quinze
dias as tampas das garrafas foram desenroscadas, no trigésimo dia as mudas foram
transferidas para sacos de polietileno, avaliada porcentagem de sobrevivéncia e crescimento
durante 60 dias. Segmentos nodais medianos apresentaram maior taxa de multiplicacdo do
que apicais e folhas. Nao foi observado declinio na taxa de propagacao no decorrer de quatro
subcultivos in vitro e o pH das culturas se manteve estavel. Foi estabelecido com sucesso o
protocolo de micropropagacdo de S. chilensis e as mudas apresentaram alto indice de
sobrevivéncia na fase de aclimatizagéo.

Palavras-Chave: Clonagem, fechamento do tubo, tampa de algoddo, tecidos vegetais.

Abstract: Solidago chilensis Meyen is a medicinal plant known for Brazilian arnica. The
work aimed to establish a protocol for in vitro regeneration of S. chilensis via direct
organogenesis. To establish in vitro were tested two types of antioxidants: activated carbon
(0.3%) added to culture medium and immersion in solution of ascorbic acid (2%) for 20
minutes; and four types of explants: basal and median of leaf segments, as well as intermodal
and nodal stem segments, apical and median. Were also tested the tube closure types (with
PVC film and cotton), and analyzed the anatomy of plants. For acclimatization, vessels
containing coconut fiber, sand and topsoil were kept in the greenhouse. Plants were watered
three times a week with 2 ml of Hoagland solution (1/4 strength). After fifteen days the caps
of the bottles were unscrewed, on the thirtieth day, transferred to polyethylene bags, and
evaluated the percentage of survival and growth parameters, for 60 days. Median nodal
segments showed higher multiplication rate than apical and leaves. There was no decline in
the propagation rate over four subcultures in vitro and the pH remained stable. It was
successfully established the micropropagation protocol of S. chilensis and the seedlings had a
high survival rate in the acclimatization phase.

Keywords: Cloning, tamponade, cotton cap, plant tissues.

Introducéo
Solidago chilensis Meyen, comumente conhecida como arnica-brasileira, € uma planta
nativa da parte meridional da América do Sul, incluindo o sul e sudeste brasileiro,

caracterizada por um subarbusto ereto, perene, rizomatoso, de 80 até 120 cm de altura, folhas
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simples, alternas, quase sésseis, capitulos florais pequenos, flores amarelas, reunidas em
inflorescéncias escorpidides dispostas na extremidade dos ramos, conferindo ao conjunto o
aspecto de uma grande panicula muito ornamental. (CORREIA et al. 1999; LORENZI e
MATOS, 2008; PRUDENCIO, 2012; LOBLER, 2012).

De acordo com levantamentos etnobotanicos (PRUDENCIO, 2012), S. chilensis é
usada popularmente no tratamento de contusdes, machucados, tratamento de feridas,
traumatismo, furinculo e dor no corpo, sob as formas de emplastro, alcoolatura, escalda-peés,
tintura, cataplasma, infusdo e banho. Baseado em diversos levantamentos etnofarmacologicos,
pode-se observar que os relatores populares corroboram com a descri¢do cientifica e com os
principais constituintes quimicos dessa espécie, que sdo flavonoides, taninos, saponinas,
resinas, Oleo essencial, inulina, rutina, &acido quimico, ramnosideos e é&cido caféico,
clorogénico, hidrocinamico, quercitina e glicosideo, demonstrando que a espécie é promissora
para investigagdo e no desenvolvimento de formulagGes para o0 combate a processos
inflamatorios e nos estudos de outros sintomas e enfermidades (MARTINS-RAMOS et al.,
2010; PRUDENCIO, 2012).

S. chilensis se multiplica por sementes e também pelos rizomas. A propagacdo por
meio de sementes pode ser influenciada negativamente por determinados fatores tais como
polinizacdo insuficiente e estresse ambiental, interferindo na reproducédo sexuada (VELTEN e
GARCIA, 2005). Além disso, a variabilidade genética produzida ndo é aconselhada para a
manutencdo da produtividade no que diz respeito as plantas medicinais. Assim, a propagacao
clonal via cultura de tecidos € uma importante ferramenta na manutencdo de espécies de
importancia medicinal, pois na maioria dos casos, as plantas propagadas mantém as
caracteristicas genéticas da planta matriz, a uniformidade nas mudas e a producéo de alta
qualidade (EHLERT et al., 2004; FERREIRA e BORGUETTI, 2004; HARTMANN et al.,
2011).

Contudo, o crescimento in vitro e o desenvolvimento de uma planta é determinado por
fatores complexos tais como nutrientes (agua, agucares, macro e micronutrientes), fatores de
crescimento fisico (luz, temperatura, pH, concentracbes de O, e CO,), reguladores, vitaminas
e a composicao genética da planta, que é decisivo em todas as fases de desenvolvimento da
planta e por sua vez, sua expressdo também depende das condicdes fisicas e quimicas as quais
0 material é submetido enquanto mantido in vitro (PAN e VAN STANDEN, 1998).

O objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo eficiente para regeneracéo in

vitro de S. chilensis via organogénese direta.
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Material e Método
Estabelecimento in vitro

O material vegetal foi coletado de plantas matrizes mantidas em viveiro no Horto
Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, oriundas de bairros de Vitoria da
Conquista. Os caules e folhas foram lavados com detergente neutro a 5% por 5min, imersos
em solucdo de acido ascorbico a 2% por 20 minutos, desinfestados em camara de fluxo
laminar com alcool 70% por trés minutos seguidos de hipoclorito de sodio 2,5% por 15
minutos e lavados por trés vezes com agua destilada autoclavada.

Foram testados dois tipos de antioxidantes: carvao ativado (0,3%) adicionado ao meio
de cultura e imersdo dos explantes em solucdo de acido ascorbico (2%) durante 20 minutos,
antes da desinfestacdo. Segmentos basais e medianos de lamina foliar (1cm), além de
segmentos internodais e nodais caulinares (1 a 2cm), foram inoculados em meio MS ou MSY2
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescidos de 3% de sacarose e 0,7% de agar,
suplementados com diferentes concentracfes e combinacgdes dos reguladores vegetais ANA.
Os tratamentos foram nomeados em: 1- 0,0 uM de ANA e 0,0 uM de BAP; 2- 0,0 uM de
ANA e 4,44 uM de BAP; 3- 0,0 uM de ANA e 8,88 uM de BAP; 4- 2,68 uM de ANA e 0,0
MM de BAP; 5- 2,68 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 6- 2,68 uM de ANA e 8,88 uM de
BAP; 7- 5,36 uM de ANA e 0,0 uM de BAP; 8- 5,36 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 9- 5,36
MM de ANA e 8,88 uM de BAP. Os segmentos nodais foram subdivididos em apicais e
medianos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizados com 10
repeticdes, cada uma composta por cinco tubos. Os tubos foram mantidos em sala de
crescimento, sob fotoperiodo de 16h, irradiancia de féton de 36pumol.m™?.s™ e temperatura de
25°C £ 2. O pH dos meios foi ajustado para 5,7, antes da autoclavagem. Foram dispensados
10mL de meio de cultura em cada tubo de ensaio e esterilizados em autoclave (121°C por 15
minutos). O acompanhamento foi feito por um periodo de quatro subcultivos. O pH foi
medido a cada 15 dias, por meio de fitas indicadoras (Merck).

Multiplicacéo

Foram feitos quatro subcultivos regulares, em intervalos mensais, em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescidos de 3% de sacarose e 0,7% de agar,
suplementados com diferentes concentragdes e combinagdes dos reguladores vegetais ANA.
Os tratamentos foram nomeados em: 1- 0,0 uM de ANA e 0,0 uM de BAP; 2- 0,0 uM de
ANA e 4,44 uM de BAP; 3- 0,0 uM de ANA e 8,88 uM de BAP; 4- 2,68 uM de ANA e 0,0
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MM de BAP; 5- 2,68 UM de ANA e 4,44 uM de BAP; 6- 2,68 uM de ANA e 8,88 uM de
BAP; 7- 5,36 UM de ANA e 0,0 uM de BAP; 8- 5,36 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 9- 5,36
UM de ANA e 8,88 uM de BAP. Apos 30 dias a eficiéncia dos reguladores vegetais na
multiplicacdo dos brotos foi determinada pela frequéncia de respostas dos explantes, nimero
de brotos por explante e altura média das brotagdes.

Também foi testado o tipo de fechamento dos tubos, utilizando filme PVC e algodéo
envolvido em gaze de explantes em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescidos de

3% de sacarose e 0,7% de agar, sem reguladores vegetais.

Pré-aclimatizacéo

Apbs o surgimento das raizes em meio de cultura sem adicdo de reguladores vegetais,
as plantas passaram por um processo de pré-aclimatizacdo ainda nos tubos de ensaio, no qual
foram retiradas as tampas de filme de PVC e de algoddo, permanecendo na sala de

crescimento durante sete dias.

Aclimatizacao

Para a aclimatizagdo, 30 plantas de cada tratamento de fechamento do tubo foram
transferidas para vasos contendo uma mistura de fibra de coco, areia e terra vegetal (1:1:1),
mantidos em casa de vegetacdo (50% de sombreamento). As plantas foram cobertas com
garrafdes plasticos de 5 litros, com tampa, visando manter a umidade relativa alta no
microambiente. Dentro da cobertura plastica, além das mudas, foi mantido um copo de agua
com fungicida Derosal, cuja fungdo foi de manter maior umidade dentro dos frascos e
diminuir a contaminacédo. As plantas foram regadas com 2mL de solucdo de Hoagland (1/4 de
forca) (HOAGLAND e ARNON, 1950), compondo os seguintes tratamentos: 1- tampa de
algoddo sem solucdo de Hoagland; 2- tampa de algoddo com solucdo de Hoagland uma vez
por semana; 3- tampa de algoddo com solucdo de Hoagland trés vezes por semana; 4- tampa
de PVC sem solucdo de Hoagland; 5- tampa de PVC com solucdo de Hoagland uma vez por
semana; 6- tampa de PVC com solucdo de Hoagland trés vezes por semana. Depois de
quinze dias as tampas das garrafas foram desenroscadas, no trigésimo dia, transferidas para
sacos de polietileno, avaliada a porcentagem de sobrevivéncia e parametros de crescimento

tais como altura, didmetro de caule e numero de folhas, por 60 dias.

Anatomia

Para caracterizagdo anatbmica das plantas cultivadas nos dois tipos de fechamento dos
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frascos, as amostras coletadas foram fixadas em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) por 24 horas e
posteriormente estocadas no alcool a 70% em geladeira até 0 momento dos cortes anatémicos.
Foram feitos cortes transversais e longitudinais a médo livre em laminas semipermanentes,
com glicerina 50%, corados com azul de Astra e safranina basica 1% de acordo com
metodologia modificada de Kraus e Arduin (1997) e observados em Microscopio Olympus
Optical BX 40 para fotografia.

Andlise estatistica

Para os tratamentos antioxidantes utilizados, foi feita a contagem do grau de oxidagédo
atribuindo-se valores de zero a quatro, para auséncia de oxidacdo até oxidacdo intensa, 0s
valores foram transformados em Vx+0,5. Satisfazendo as pressuposices de homogeneidade
pelo teste de Bartlett e normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi feita analise de
variancia pelo Sisvar (FERREIRA, 2014) e teste F para todas as varidveis analisadas na
selecdo do tipo de explante (ZONTA e MACHADO, 1991). Quando as pressuposicdes de
homogeneidade e normalidade ndo foram satisfeitas, foi realizado o teste de Mann-Whitney
ou Kuskall-Wallis quando mais de duas amostras.

Para comparacdo estatistica das médias entre os tratamentos foram medidos e
analisados a altura da planta, considerada a medida compreendida entre a base do explante
sobre 0 meio de cultura e a extremidade oposta, 0 numero de folhas intactas e de folhas
senescentes, presenca ou auséncia de raizes. O numero de folhas (X) também foi
transformado em VX+0,5 antes de serem submetidos ao procedimento da anélise da variancia.
Os resultados expressos em % foram transformados em arcsen Vx/100 antes da analise de

variancia.

Resultados e Discusséo
Tendo em consideracdo os resultados de oxidagdo dos explantes, houve diferenca
significativa na tripla interacdo entre meio de cultivo, tratamento antioxidante e tipo de

explante (Tabela 1).
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Tabela 1 — Médias de oxidacdo de explantes de Solidago chilensis (Meyen), submetidos a
diferentes tratamentos antioxidantes em meios MS e MS'%.

MS MSY5
Tipo de explante Testemunha  Acido Carvéo Testemunha  Acido Carvéo
ascorbico ativado ascorhico ativado
Segmento nodal 1,83bCc 0,71aAa 1,44aBb 1,51aBc 0,71aAa 1,83bCc
Segmento entrenodal 1,45bBb 0,71aAa 1,45aBb 1,11aBab 0,71aAa 1,45aCb
Base foliar 1,07aBa 0,71aAa 1,09aBa 1,06aBa 0,71aAa 1,07aBa
Segmento mediano da 1,35aBb 0,71aAa 1,26aBab 1,34aBbc 0,71aAa 1,34aBb
Iamina foliar
Média geral por meio 1,13* 1,11*
de cultura
CV (%) 15,62

*Média geral por meio de cultura sem diferenca significativa; Médias seguidas de mesma letra minuscula na
coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey; Médias seguidas de
mesmas letras mailsculas na mesma linha, para tratamento antioxidante no desdobramento meio de cultura e
tipo de explante, ndo diferem significativamente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey; Médias
seguidas de letras mindsculas com apdstrofo iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente ao nivel de
1% de probabilidade pelo teste de Tukey para tipo de explante no desdobramento de meio de cultura e
tratamento antioxidante.

Analisando o desdobramento do tipo de meio de cultura, verificou-se que ndo houve
diferenca estatistica significativa para oxidacdo entre os meios MS e MSY%. Também néo
houve diferenga significativa para a interacdo entre meio de cultura e tipo de explante.
Contudo, para os tratamentos antioxidantes utilizados, houve diferenca significativa para o
tratamento com &cido ascérbico, que apresentou média de 0,71, mostrando-se muito eficiente
guando comparado com os outros tratamentos, com médias da ordem de 1,24 para testemunha
inoculada no meio MSYz e de 1,44 para testemunha inoculada no meio MS. Com relacdo aos
tipos de explantes, houve diferenca estatistica para segmento nodal, com maior oxidagéo
(1,35) em meio MSY%. A base foliar € a que menos oxida entre os tratamentos utilizados,
apresentando média de 0,95 em meio MS¥%2, seguida do segmento mediano da lamina foliar
com 1,07 e dos segmentos intermodal e nodal com 1,09 e 1,35, respectivamente.

O pH se manteve estdvel em 5,7 durante todo o processo de micropropagacao,
mostrando que o crescimento dos explantes mantiveram essa taxa o6tima de pH do meio ao
longo do periodo de cultivo.

Culturas de segmentos nodais apresentaram melhor resultado por possuirem um
meristema pre-existente facilmente desenvolvido nos brotos e o0 meio MS completo atendeu
as necessidades para todos os tratamentos posteriores. A subdivisdo dos segmentos nodais em
apicais e medianos dentro dos tratamentos de reguladores vegetais mostrou diferenca entre

esses segmentos nas brotagdes aos 30 dias de cultivo (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de brotaces de segmentos nodais apicais e medianos submetidos a tratamentos com
ANA e BAP em meio MS aos 30 dias de cultivo. Letras mindsculas diferentes na variavel caule mediano, médias
significativamente diferentes entre si por Tukey a 0,05; Letras mailsculas diferentes na variavel apice caulinar,
médias significativamente diferentes entre si por Tukey a 0,05. Tratamentos: 1- 0,0 uM de ANA e 0,0 uM de
BAP (testemunha); 2- 0,0 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 3- 0,0 uM de ANA e 8,88 uM de BAP; 4- 2,68 uM
de ANAe 0,0 uM de BAP; 5- 2,68 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 6- 2,68 UM de ANA e 8,88 uM de BAP; 7-
5,36 UM de ANA e 0,0 UM de BAP; 8- 5,36 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 9- 5,36 uM de ANA e 8,88 uM de
BAP.

Os explantes formados pelo apice caulinar sdo mais frageis, brotaram menos e
morreram ap6s 30 dias de cultivo, comparados com os explantes formados por partes
medianas do caule, que possuem maior resisténcia e brotaram em maior porcentagem na
maior parte dos tratamentos com ANA e BAP, podendo estar relacionado a producdo de
auxinas pelo apice o que inibe o crescimento das gemas laterais, quando essa dominancia
apical é suprimida, as brotac6es laterais se desenvolvem.

Quando foi analisado o efeito dos reguladores vegetais, a anélise de comparacao de
médias por Kruskall-Wallis mostrou efetividade apenas para os tratamentos 1 e 7 (testemunha
e 536 UM de ANA, respectivamente), como evidenciado na Figura 2, no entanto sem
diferenca entre estes e os tratamentos 4, 5, 6, 8 e 9. N&o houve surgimento de calos em

nenhum dos tratamentos.
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Figura 2 - Porcentagem de brotacfes de segmentos nodais submetidos a tratamentos com ANA e BAP em meio
MS aos 30 dias de cultivo. Letras minusculas diferentes, médias significativamente diferentes entre si por
Kruskal-Wallis a 1% de probabilidade. Tratamentos: 1- 0,0 uM de ANA e 0,0 uM de BAP (testemunha); 2- 0,0
UM de ANA e 4,44 uM de BAP; 3- 0,0 uM de ANA e 8,88 uM de BAP; 4- 2,68 uM de ANA e 0,0 uM de BAP;
5- 2,68 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 6- 2,68 uM de ANA e 8,88 uM de BAP; 7- 5,36 pM de ANA e 0,0 pM
de BAP; 8- 5,36 uM de ANA e 4,44 uM de BAP; 9- 5,36 uM de ANA e 8,88 uM de BAP.
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Analisando o desdobramento da interacdo significativa a 1% pelo teste de comparacao
de médias, obteve-se o resultado visualizado na Tabela 2, na qual mostra que a presenca dos
reguladores interferiu negativamente na brotacdo e a maior média de brotacdo se deu sem

adicdo de regulares vegetais.

Tabela 2 — Brotacgdes (%) dos explantes caulinares em meio de cultura MS, adicionados dos
reguladores ANA e BAP em diferentes concentragdes.

BAP (M)
ANA (uM) 0.0 444 8.88
0.0 81.1450 aA 12.8889 bB 15.3936 bB
2,68 53.2561 aA 59.6064 aA 49.4275 aA
536 76.9229 aA 38.4614 abB 49.4275 aAB

Médias seguidas de letras minusculas iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si por Tukey a 5%
de probabilidade; Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, ndo diferem significativamente entre si

por Tukey a 5% de probabilidade.

Ao longo dos subcultivos, em um total de quatro, as médias de altura das plantas
principais brotadas dos explantes nos primeiros 30 dias, se encontram na Tabela 3, que mostra
maior crescimento sem adicdo de reguladores, remetendo ao trabalho de Costa et al. (2008)

em que esclarece que as diferentes respostas exercidas pelas auxinas se devem a diferengas no
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metabolismo e estabilidade das mesmas e de Costa (2006) em que houve efeito negativo da

adicéo dos reguladores AlA e BAP, produzindo anormais de tamareira.

Tabela 3 — Médias de altura (cm) das brotagbes principais dos explantes caulinares nos
primeiros 30 dias de cada subcultivo em meio MS acrescidos dos reguladores vegetais ANA e
BAP em diferentes concentragoes.

BAP (M)
ANA (M) 0.0 444 8,88
0,0 1.4042 aA 0.0556 aB 0.0750 aB
2,68 0.8778 bA 0.1728 aB 0.1306 aB
5,36 0.4578 cA 0.1528 aB 0.0667 aB

Médias seguidas de letras mintsculas iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si por Tukey a 5%
de probabilidade; Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, ndo diferem significativamente entre si

por Tukey a 5% de probabilidade.

As folhas produziram apenas raizes, isso mostra a possibilidade da presenca de
auxinas enddgenas e a necessidade de reguladores vegetais adicionados ao meio para
estimular brotacdo, contudo as dosagens utilizadas ndo mostraram efetividade. Aos 30 dias de
cultivo in vitro, as folhas mais velhas das brotagfes caulinares iniciaram o processo de
senescéncia, provavelmente justificado pela producdo de etileno, que interfere de maneira
negativa no desenvolvimento, podendo provocar a morte da plantula. Para sanar esse
problema foi testado com sucesso o0 uso de tampas de algoddo envolvido em gaze,
devidamente autoclavadas, para permitir trocas gasosas com 0 meio.

Para diferenca de fechamento dos tubos, os resultados mostram que a presenca da
tampa de algoddo aparentemente diminui a concentracdo do etileno in vitro, contudo, ndo
impede perda maior de agua, ja que facilita as trocas gasosas e faz com que o meio de cultivo
evapore mais rapidamente, fazendo os subcultivos em menor intervalo de tempo. Além disso,
favoreceu a entrada de bactérias, que ndo afetaram o crescimento, porém deixaram as plantas

aparentemente desidratadas. As médias se encontram na Tabela 4.

Tabela 4 — Médias de altura (cm), nimero de folhas verdes e numero de folhas secas
(senescéncia) das brotacdes principais dos explantes caulinares em meio MS nos tratamentos
de tampa de algodéo e filme PVC.

Altura N° folhas verdes N° folhas secas
Tampa de PVC 7,18 b 10,52 b 1381 a
Tampa de algodéo 8,53 a 12,87 a 6,91 b

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si por Tukey a
1% de probabilidade.
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Para 0 enraizamento ndo foi necessario regulador e a aclimatizacdo foi feita sem
grandes dificuldades, se mantida a umidade e controle da aeragdo. Na pré-aclimatizacdo,
apenas com as tampas dos tubos retiradas, houve 100% de sobrevivéncia. Na aclimatizacéo

houve 85% de sobrevivéncia (Figura 3).

Figura 3 — Aclimatizacdo de plantas (Solidago chilensis Meyen) cultivadas em meio MS, com tampa de PVC e
tampa de algoddo. A- montagem; B- detalhe da umidade interna; C- abertura das tampas apos 15 dias; D-

Retirada dos frascos apds 30 dias.

Para aclimatizacéo, foi feita biometria inicial das plantas para avaliar a diferenca entre
os tratamentos de fechamento com algoddo e filme PVC, mostrando redugdo no nimero de
folhas secas (senescéncia) e aumento em altura, e consequentemente de folhas verdes,

resultando no teste de média da Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 — Médias de altura (cm), nimero de folhas verdes e nimero de folhas secas
(senescéncia) das plantas direcionadas para aclimatiza¢do, cultivadas em meio MS nos
tratamentos de tampa de algodao e filme PVC.

Altura N° folhas verdes N° folhas secas
Tampa de PVC 7,55 b 13,03 a 9,80a
Tampa de algodao 9,26 a 16,10 a 3,13b

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si por Tukey a
5% de probabilidade.
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Durante a aclimatizacdo, as andlises de crescimento indicaram mais uma vez a
efetividade do fechamento com algoddo para melhor adaptacdo das plantas, contudo os
nutrientes da solucdo de Hoagland interferiram negativamente no desenvolvimento das mudas

durante os 60 dias de verificacdo (Tabela 6).

Tabela 6 — Andlise de variancia para medias de altura (cm), numero de folhas e didametro do
caule (cm) de mudas de arnica durante 60 dias de aclimatizacdo, cultivadas em meio MS nos
tratamentos de tampa de algodédo e filme PVC, submetidas a tratamentos de irrigacdo com
solugéo de Hoagland (1/4 de forga).

Tratamentos CV(%)

Variaveis 1 > 3 Z 5 5

Altura 30 dias 1961a 17,31ab 12,13c 17,90ab 1530bc 16,20ab 14,97
Altura 60 dias 4322a 40,8la 28,88b 38,05ab 3582ab 37,35ab 16,31
N° folhas 30 dias  27,33a 21,00ab 16,75b 2750a 19,30ab 2590ab 26,12
N° folhas 60 dias 53,22a 41,75ab 30,75b 41,40ab 3490b 42,60ab 27,95
Diametro 30 dias 1,39a 1,29 a 1,10 a 1,30 a 1,34a 1,34a 16,15
Diametro 60 dias 1,59 a 1,59 a 1,38a 1,30 a 1,45 a 1,38 a 14,42

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Tratamentos: 1- tampa de algoddo sem solucdo de Hoagland; 2- tampa de algod&o com solucédo de
Hoagland uma vez por semana; 3- tampa de algoddo com solugdo de Hoagland trés vezes por semana; 4- tampa
de PVC sem solucdo de Hoagland; 5- tampa de PVC com solucdo de Hoagland uma vez por semana; 6- tampa
de PVC com solucdo de Hoagland trés vezes por semana.

A anatomia das plantas cultivadas nos diferentes fechamentos mostra diferenca entre
os dois tratamentos. A Figura 4A mostra as plantas dos tubos de ensaio vedados com PVC.
Em caule (Figura 4B), hd uma Unica camada epidérmica revestida de uma ténue cuticula, logo
abaixo, duas ou trés camadas de colénquima anelar seguido de parénquima cortical com
numerosos espacos intercelulares. Na sequéncia, préximos ao floema existem calotas
esclerenquimaticas que ddo sustentacdo ao orgao (Figura 4C). Em folhas, ha presenca de
tricomas tectores unisseriados formados por trés a cinco células ao longo de toda margem
(Figura 4E e F). E notdria a presenca de estdmatos adjacentes as células epidérmicas vizinhas.

O mesofilo é composto por trés camadas de parénquima clorofiliano (Figura 4G e H).
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Figura 4 — Anatomia de plantas cultivadas em meio MS, em tubos de ensaio vedados com pelicula de PVC. A-
plantula in vitro evidenciando o tipo de fechamento do tubo de ensaio; B- corte transversal de caule, coloragdo
safranina 1%; C- vista parcial do caule, destacando as camadas de tecidos até porcdo do cilindro central, setas
indicam faixas de esclerénquima; D- corte transversal de caule evidenciando espacos intercelulares (estrelas); E-
tricomas tectores unisseriados nas margens das folhas; F- tricoma tector multicelular unisseriado; G- corte
transversal de folha evidenciando estdmato; H- detalhe do estdmato e cAmara subestomatica.

A Figura 5A mostra as plantas dos tubos de ensaio vedados com tampa de algodao.
Circundando o feixe vascular central, ficam evidentes duas camadas de tecidos, a endoderme
e o periciclo, o xilema no centro bastante lignificado rodeado por fina camada de floema
(Figura 5B). Em caule, hd uma Unica camada epidérmica revestida de cuticula mais evidente,

logo abaixo, uma camada de células representando a exoderme seguida de parénquima
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cortical com poucos espagos intercelulares, feixes vasculares isolados dispostos em anel
(Figura 5C). Em folhas, o mesofilo € composto por cerca de quatro camadas de paréngquima
clorofiliano, com plastidios nas margens das células (Figura 5D). Estdmatos alinhados com as
células epidérmicas (Figura 5E). Os mesmos tipos de tricomas tectores também estdo
presentes nas margens das folhas e tricomas ao longo das células epidérmicas em ambas as
faces (Figura 5F e G).

Figura 5 — Anatomia de plantas cultivadas em meio MS, em tubos de ensaio vedados com tampa de algoddo. A-
plantula in vitro; B- corte transversal da raiz, corado com Safrablau; C- corte transversal de caule; D- corte
transversal de folha; E- detalhe de estdmatos em corte transversal de folha; F- tricomas tectores unisseriados na
margem da folha; G- detalhe de tricoma.
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A adicdo de antioxidantes como o &cido citrico, acido ascorbico, perdxido de
hidrogénio, polivinilpirrolidona (PVP) e carvdo ativado ao meio de cultura apds a
autoclavagem, é relatada na literatura tanto para bananeira como para outras culturas, como
alternativa para a diminuicdo do processo de oxidacdo (OLIVEIRA et al., 2011). O carvéo
ativado € um componente que tem sido frequentemente adicionado aos meios de cultura de
tecidos vegetais com sucesso, pois possui a propriedade de adsorver os compostos fendlicos
liberados pela oxidacdo dos tecidos lesionados durante o cultivo in vitro, porém seus efeitos
ainda ndo sdo bem esclarecidos, existem consideragdes de que o carvdo ativado promove a
adsorcdo de reguladores vegetais, exudatos de plantas e metabdlicos tdxicos, além de
vitaminas, ions e outros componentes do meio de cultura (EBERT et al., 1993; PAN e VAN
STANDEN, 1998; VAN WINKLE et al., 2003; COSTA et al., 2006). Andrade et al. (2000)
ainda relatam maior taxa de oxidacdo encontrada no segmento nodal de Myracrodruon
urundeuva Fr. All e alertam necessidade de observacdo devido ao dano causado, fazendo com
que a planta ndo absorva os nutrientes do meio, sobretudo os reguladores de crescimento.

Fatores fisicos influenciam alteracdes do pH do meio de cultivo in vitro, contudo é
conhecido o fato de que a presenca de tecidos vegetais também pode alterar o mesmo
(NICOLOSO et al., 2008). Algumas espécies, por exemplo, podem induzir alteracdo no pH do
meio de cultivo para obter 6timas taxas de crescimento e enraizamento, 0 que mostra que as
interacdes entre o desempenho do crescimento e as variagcbes do pH do meio de cultivo
parecem ser dependentes do genotipo vegetal (LEIFERT et al., 1992; NICOLOSO et al.,
2008). Leifert et al. (1992) ainda mostram que o pH do meio de cultura tende a baixar sem
explantes, sequindo uma taxa constante durante incubacdo na sala de crescimento, contudo
nédo se tem o completo entendimento das causas desse acontecimento mas devem ser levadas
em consideracdo quando se avalia as mudancas do pH do meio induzidas pelo material
vegetal.

Conforme Schwalbert et al. (2014) e Dezan et al. (2012), as exigéncias nutricionais
das plantas s@o bastante especificas, o suprimento inadequado de um nutriente pode resultar
em prejuizos para o desenvolvimento vegetal, seja por excesso, que pode provocar danos por
salinidade, ou seja, ocorre um desequilibrio osmético que afeta negativamente a absorgédo de
agua pelas raizes, ou pela sua deficiéncia. Para Schwalbert et al. (2014), o tipo de formulacao
mineral mais adequado para o cultivo de diversas espécies vegetais tem variado bastante,
mesmo entre espécies com habitos semelhantes, contudo o meio de cultura MS

(MURASHIGE e SKOOG, 1962) e suas variacbes destacam-se como sendo 0s mais
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utilizados em cultura de tecidos vegetais para a maioria das espécies herbaceas (BERTOZZO
e MACHADO, 2010).

Thorpe et al. (2008) afirmam que a adicdo de componentes ao meio de cultura,
especialmente macronutrientes e fontes de carbono, representa decréscimo consideravel no
potencial osmotico do meio e isso faz com que ocorram atrasos no processo de germinagdo de
sementes e reducdo no crescimento inicial das plantulas (ANDREO-SOUZA et al., 2010). As
interacdes entre nutrientes modulam o crescimento de plantas, sendo que, a disponibilidade de
agua e o suprimento adequado de nitrogénio exercem importancia particular (HARTMANN et
al., 2011). Para algumas espécies, baixas concentracdes de sais minerais sdo essenciais na
medida em que proporcionam, em geral, maior crescimento, sendo corroborado por diversos
dados da literatura que comprovam a baixa demanda por nutrientes minerais in vitro, a
exemplo de orquideas epifitas, uma vez que vivem em ambientes com baixa disponibilidade
de nutrientes (KNUDSON, 1946; ARDITTI e ERNEST, 1992; STANCATO et al., 2008;
PEDROSO DE MORAES et al., 2009a; PEDROSO DE MORAES et al., 2009b; CORDEIRO
et al., 2011; CUNHA et al., 2011). Os resultados encontrados confirmam que o meio de
cultura ideal deve ser determinado utilizando formulas nutritivas mais adequadas para
aperfeicoar a qualidade das plantas produzidas in vitro (REGO-OLIVEIRA e FARIA, 2005).

Alem disso, plantas que sofrem alteragBes anuais ou mesmo diarias de fatores
climaticos, parecem exibir ritmos fisioldgicos endégenos que podem se tornar criticos para o
estabelecimento da cultura (ARDITTI e ERNST, 1992). Por isso, ndo ha meio de cultura
especifico adequado as exigéncias de géneros, espécies e clones (DEZAN et al., 2012). Em
geral, é dificil compreender o motivo pelo qual certas combinacdes de meio e condi¢des de
cultivo obtém sucesso e outras fracassam (VENTURA et al., 2002). Estudos in vitro com
orquideas demonstram que a diminuicdo de custos é possivel pela simplificacdo dos meios de
cultura atuais, principalmente pelo emprego de fertilizantes como base de meios de cultura,
visando a producdo em larga escala de representantes de Orchidaceae que requerem condicoes
de cultivo especificas (STANCATO et al., 2001; PEDROSO DE MORAES et al., 2009z;
2009b) e isso pode ser extrapolado para outros grupos de plantas.

Na micropopagacdo, os reguladores de crescimento, especialmente as auxinas e
citocininas, desempenham um papel muito importante, pois auxinas sdo geralmente utilizadas
quando o propdsito é alongamento e divisdo celular, com posterior expansdo dos tecidos
(formacéo de calo), formacdo de raizes e citocininas servem para estimular o crescimento e
desenvolvimento de brotagdes multiplas (PIERIK, 1990; EINSERT, 1991; GEORGE, 1993).

Neste aspecto, diversos autores relatam a necessidade de suplementacdo do meio de cultura
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com combinacdes de auxinas e citocininas para garantir a eficiéncia na micropropagacao de
diferentes plantas medicinais (OLIVEIRA, et al., 2008; ABDELLATEF et al., 2010; ALVES,
2010; FONSECA, 2012; ALMEIDA et al., 2015). Por outro lado, a presenca de auxinas e
citocininas enddgenas podem interferir na adicdo desses reguladores vegetais e provocar um
efeito inesperado, que depende de um balango hormonal intermediério e as diferentes
respostas exercidas pelas auxinas se devem a diferengas no metabolismo e estabilidade das
mesmas, sugerindo a possibilidade de outros tipos de auxinas poderem promover resultados
similares aquelas rotineiramente utilizadas (COSTA et al., 2008).

Em micropropagacdo convencional, as plantas crescem em condi¢Bes heterotrdficas
devido a presenca de sacarose no meio e pelo desenvolvimento em recipientes fechados, o que
resulta em uma adaptacdo morfofisioldgica que causa pouca funcionalidade estomatica e uma
deficiente formacéo de cera cuticular, além do reduzido desenvolvimento do mesofilo foliar,
especialmente os parénquimas clorofilianos e feixes vasculares (ZIV e CHEN, 2008).
Contudo, alguns autores também verificaram a eficiéncia da tampa de algod&o no cultivo in
vitro, principalmente no que diz respeito a reducdo da abscisdo foliar, a exemplo de
Nepomuceno et al. (2009) e Gutiérrez (2010).

A vedacdo com PVC restringe a passagem dos gases e da agua, fazendo com que se
acumulem gotas de agua nas plantas. Esse acimulo de umidade e horménios no interior do
tubo vedado com PVC produz pouca transpiracdo devido ao elevado potencial de agua na
atmosfera do tubo e consequentemente o de massa de dgua e a pressdo de turgor. Com menos
pressdo de turgor as células crescem menos. Por ter a maturacdo antecipada e menor pressao
de turgor, as células do mesofilo foliar tendem a crescer e se dividir menos, 0s entrends
também ficam curtos. Ocorre acimulo de etileno e assim h&a maturacao acelerada das células,
deposicdo precoce da parede secundaria e sua lignificacdo, 0 que provoca senescéncia
prematura dos 6rgdos (SUTTER, 1984). Com a tampa de algodédo, ha formacdo de gradiente
de agua no interior da plantula e uma continuidade nesse gradiente devido a comunicacao
com o0 meio externo, o potencial de &gua diminuino sentido meio de
cultivo>raiz>caule>folha>limen do tubo>algoddo>atmosfera. Mesmo devagar o sistema
perde &gua para a atmosfera e isso facilita formacdo de cera epicuticular, contribuindo para
melhorar a retencé@o de agua. Caso isto ocorra, a saida de agua pelas folhas promove um fluxo
de massa e aumenta a pressdo de turgor no interior das células, forcando as paredes
celulésicas e aumentando as células em tamanho, nimero ou ambos (SUTTER, 1984).

Santana et al. (2008b) verificaram que as plantas de Annona glabra L. em cultivo

fotoautotrofico formaram epiderme mais espessa visando a producdo de cutina e
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possibilitando a reducdo na perda de 4gua. Com a adi¢do em area de parede, diminui-se o
incremento de camadas celul6sicas. O turgor seria responsavel por manter as folhas eretas e
assim a plantula ndo necessita de muitos tecidos de sustentacdo. Outro motivo para nédo
formar tecido de sustentacdo seria a idade do tecido, por ser muito jovem pode ndo haver
deposicdo de parede secundaria com a tampa de algoddo. Santana et al. (2008a) testaram a
presenca do PVC e do algoddo no fechamento dos tubos no cultivo de Annona glabra L. e
verificaram que, com a remocao da pelicula de PVC da tampa, o acimulo de matéria seca da
parte aérea subiu, representando ganhos de até 149,3% e de até 250% para raiz. Isso mostra
que a tampa de algoddo ndo limita as trocas gasosas e favorece a fotossintese, tornando o
meio fotoautotrdfico.

Alguns trabalhos também mostram alta taxa de enraizamento sem necessidade de
reguladores vegetais. Com base nos estudos de Cline e Neely (1983), quando se produz uma
estaca, as células vivas na superficie da leséo tecidual sdo expostas e ocorre uma resposta de
cicatrizacdo do ferimento, logo se forma uma camada necrosada como resultado das células
externas mortas, fechando o ferimento com um material muito parecido com a cortica
(suberina), blogueando o xilema com resina. Esta camada auxilia na protecéo da superficie do
corte contra dessecacdo e patogenos, além de dar origem as primeiras raizes. Também foi
relatado por Hartmann et al. (2011), que o ferimento permite maior absorcdo de &gua e de
reguladores de crescimento, caso fossem colocados no meio de cultura.

Na micropropagacdo, deve-se avaliar a anatomia das espécies cultivadas in vitro e ex
vitro, que permite a identificacdo dos caracteres que contribuem para a sobrevivéncia das
plantas no campo, assim como suas possiveis adaptacGes ao meio (COSTA, 2006). Assim, a
fase de aclimatizacdo pode significar a limitacdo de todo processo de multiplicagéo in vitro de
plantas e deve ser precedida de mudancas gradativas e continuas, para que a planta se adapte
ao novo ambiente. Os dérgdos fotossintetizantes ndo operam normalmente e as plantas nao
desenvolvem capacidade fotoautrotdfica, o que facilita a rapida desidratagdo da planta quando
transferida para o ambiente normal, causando a morte de mudas durante a fase de
aclimatizacdo (NGUYEN e KOZAI, 2001; SOUZA et al., 2006). Na adaptagéo gradativa que
constitui a pré-aclimatizacdo, € possivel estimular a planta propagada in vitro a nutricdo
autotrofica, atraves da reducdo de sacarose no meio de cultura e/ou do aumento da aeragéo
dos recipientes, utilizando-se fechamentos alternativos, originando plantas anatomo-

fisiologicas mais adaptadas ao processo de aclimatiza¢do (THORPE et al., 2008).
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Concluséo

E possivel micropropagar a espécie. Caule mediano resultou no melhor tipo de
explante. As folhas produziram apenas raizes, isso mostra que sdo necessarios reguladores
vegetais adicionados ao meio para estimular brotacdo nesse tipo de explante. Para o
enraizamento ndo é necessario regulador, porém etileno interfere no desenvolvimento. O uso
de tampa de algod&@o permite trocas gasosas com o meio, facilita o processo de aclimatizacao
e melhor adaptacdo anatbmica. Na pré-aclimatizacdo, houve 100% de sobrevivéncia e na

aclimatizacdo 85% de sobrevivéncia.
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Morfogénese in vitro de segmentos foliares e caulinares de Solidago chilensis

Meyen

Resumo: O presente trabalho objetivou avaliar a calogénese em folhas e caules de plantas de
Solidago chilensis Meyen em meio de cultura contendo diferentes concentracdes de
fitorreguladores e descrever o processo de diferenciacdo de células envolvidas na formagéo
dos calos. As culturas calogénicas foram obtidas a partir de explantes foliares e caulinares,
inoculados em meio MS, suplementado com diferentes concentragcbes de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (KIN). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco repeticGes de trés tubos, cada tubo contendo um Unico explante,
totalizando 15 tubos por tratamento. Os tubos foram fechados com filme PVC e mantidos em
sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de irradiacdo e temperatura de 25 + 2°C. Para
caracterizacdo anatdmica do processo de calogénese, os explantes foram coletados a cada dois
dias a partir da data de inoculagdo. As amostras coletadas foram fixadas em FAA50 por 24
horas e posteriormente estocadas no alcool a 70% em geladeira até o0 momento dos cortes
anatdbmicos. O material foi cortado transversal e longitudinalmente a m&o livre, montados em
laminas semipermanentes feitas com glicerina 50%, observados em Microscopio Olympus
Optical BX 40 e fotografados. A folha demonstrou ser a melhor fonte de explante para
calogénese, em diversas concentracdes testadas dos reguladores vegetais, e o caule, sem
reguladores, para formacdo de brotos via organogénese direta. As analises histologicas
mostraram que a regeneracao de brotos em S. chilensis ocorreu por via direta em caule, sem
regulador, pela retomada da atividade meristematica das gemas preexistentes, e a formagéo de
calos, em folhas, promoveu o desenvolvimento de embrides somaticos, pela desdiferenciacao
dos tecidos.

Palavras-chave: Calos embriogénicos, embriogénese somaética, organogénese direta,
micropropagacdo de plantas, reguladores vegetais.

Abstract: This study aimed to evaluate the callus formation in leaves and stems of Solidago
chilensis Meyen plants, under different concentrations of growth regulators and describe the
process of differentiation of cells involved the formation of callus. The calus cultures were
obtained from leaf explants and shoot, inoculated on MS medium supplemented with different
concentrations of 2,4-D and kinetin (KIN). The Experimental design was a randomized with
five repetitions of three tubes (single explant for test tube), totaling 15 tubes per treatment.
The tubes were sealed with plastic wrap and kept in a growth chamber under 16 hour
photoperiod and temperature of 25+2°C. For anatomic characterization of callus formation
process, explants were collected every two days from the date of inoculation. The samples
were fixed in FAAS50 for 24 hours and then stored in 70% alcohol in the refrigerator until the
time of the anatomical cuts. The material was cut longitudinally and crosswise freehand,
mounted on semi-permanent slides made with glycerin 50% seen in Olympus Optical
Microscope BX 40 and photographed. The sheet has proven to be the best source of explant
for callus formation in various tested concentrations of plant growth regulators, and the stem,
not regulators, to form buds via direct organogenesis. Histological analysis showed that the
regeneration of shoots in S. chilensis occurred by direct pathway in stem without regulator,
the resumption of meristematic activity of preexisting buds and callus formation in leaves,
promoted the development of somatic embryos, by the dedifferentiation of the tissues.
Key-words: Embryogenesis callus, somatic embryogenesis, direct organogenesis, plant
micropropagation, plant growth regulators.
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Introducéo

As plantas medicinais tém sido utilizadas com frequéncia, visto seu amplo efeito
referente as suas funcdes terapéuticas para cura e prevencdo de doengas, principalmente as
chamadas doencas negligenciadas, que ndo sdo de interesse das grandes companhias
farmacéuticas por ndo corresponderem a uma grande porcentagem em vendas (FUNARI e
FERRO, 2005). Além disso, muitas dessas espécies agregam valor econbémico na sua
comercializacdo, principalmente quando se trata de um pais tropical como o Brasil, que
oferece riqueza na sua biodiversidade floristica e tem a oportunidade de entrar nesse mercado,
com pesquisas promissoras baseadas em levantamentos etnobotanicos (MACIEL et al., 2002;
ATAS, 2003; FUNARI e FERRO, 2005; SIMOES et al., 2010).

Solidago chilensis Meyen é uma planta da familia Asteraceae, nativa, que ocorre com
frequéncia nas regides sul Brasil, sendo conhecida popularmente como arnica-brasileira e
muito valorizada por causa do seu potencial medicinal encontrado nas folhas, gerando
beneficio a salde. Sdo atribuidas a esta espécie propriedades contra problemas
gastrointestinais, anti-inflamatdria, analgésica, estomaquica, adstringente, cicatrizante e
vulneréria, topicamente é utilizada para o tratamento de ferimentos, escoria¢@es, traumatismos
e contusdes (LORENZI e MATOS, 2002). A atividade antioxidante da espécie parece estar
relacionada com os flavonoides presentes, entre eles a quercetina (GUNTNER et al., 1999).

Muitas espécies medicinais apresentam problemas com as sementes ou essa via de
propagacdo é desvantajosa devido a variabilidade genética que induz mudancas na producéo
do principio ativo. E para essas espécies, tais como S. chilensis, que as técnicas de cultivo in
vitro sdo indicadas. A grande maioria das plantas medicinais é coletada em habitat natural e
por maior que seja 0 nimero de individuos numa localidade ndo ha como atender uma
demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a espécie tem Varios usos, apenas o
cultivo sistematizado pode garantir producdo regular, com qualidade e em larga escala
(PEREIRA, 2009).

Diante disso, reconhece-se a importancia do tipo de propagacéo voltado para as
plantas medicinais, visando a rapida multiplicagdo, auxiliando na conservagdo de
germoplasma, na manutencdo da produtividade e aumento da qualidade fitossanitaria (ERIG e
SCHUCH, 2005; FLORES et al., 2006). Assim, € importante estabelecer protocolos para
atender a necessidade de uma rapida e alta taxa de multiplicacdo visando tanto a
comercializacdo de mudas quanto a protecdo a espécies que atualmente correm risco de
extingdo (SOUZA e PEREIRA, 2007; QUISEN e ANGELO, 2008; MELO et al., 2014).

A propagacdo vegetativa é considerada uma importante ferramenta na manutencéo de
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espécies, principalmente aquelas de importancia medicinal, pois na maioria dos casos, as
plantas propagadas mantém as caracteristicas genéticas da planta mae (HARTMANN et al.,
2011). As técnicas de cultura de tecidos estdo baseadas na totipotencialidade da célula
vegetal, que possibilita a regeneracao de plantas a partir de células, tecidos e 6rgdos, os quais
sdo identificados como mais adequados por possuir maior potencialidade morfogenética, sao
utilizados para iniciar a cultura in vitro, em condicGes assépticas, em meio nutritivo e tém
apresentado alternativas promissoras seja para multiplicacdo de um genotipo desejado,
geracdo de nova variabilidade, selecdo e producdo de metabolitos secundarios de relevancia e
por algum motivo ndo podem ser produzidos por sintese, 0 que representa uma alternativa
para a propagacdo comercial de espécies de interesse econdémico, entre as quais as medicinais
com valor farmacologico reconhecido (PINTO e LAMEIRA, 2001; PEREIRA, 2009;
MORAIS et al., 2012).

De acordo com Rodrigues e Almeida (2010), a calogénese se destaca na cultura de
tecidos vegetais para estudos fisioldgicos relacionando com o crescimento celular. A inducéo
de calos em diferentes tecidos vegetais pode ocorrer inoculando-se explantes de qualquer
parte da planta em meio de cultura com o estimulo de reguladores de crescimento, que
modifica 0 metabolismo celular, provoca uma desdiferenciacdo e os explantes iniciam o
crescimento de um novo tecido composto por células meristematicas ndo especializadas
(NOGUEIRA et al.,, 2007; FREITAS, 2009; ASMAR et al.,, 2011; DEGENHARDT-
GOLDBACH et al., 2011). Embora o calo continue desorganizado durante a multiplicacéo
celular, alguns tipos de células especializadas podem ser formados ao acaso por meio de
centros de morfogénese. Essas células especializadas sdo capazes de iniciar a formacdo de
6rgdos como raizes, brotos e embrides somaticos (GEORGE et al., 2008).

Shmeda-Hirschmann et al. (2005) produziram calos e regeneraram plantas a partir de
segmentos de folhas, seccBes nodais e extremidades de brotos apenas com o intuito de
analisar o teor de metabdlitos secundarios, principalmente solidagenona, rutina e acido
clorogénico. O presente trabalho teve como objetivos avaliar a inducéo de calos em explantes
de folhas e caules de plantas de arnica (S. chilensis), em diferentes concentracfes de
fitorreguladores e descrever o processo de diferenciacdo de células ou grupo de células

envolvidas na formacao dos calos.

Material e Método
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Botanica da Universidade

Federal da Bahia. Foram utilizadas plantas matrizes cultivadas em casa de vegetagéo, a partir
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de estacas de plantas cultivadas em hortas comunitéarias da cidade de Vitoria da Conquista,
Bahia.

Inducéo de calos

As culturas calogénicas foram obtidas a partir de explantes foliares (1cm?) e caulinares
(1cm, apresentando ndés e entrenos) lavados em agua corrente com detergente neutro a 5% por
5min, imersos em solucdo de acido ascorbico a 2% por 20 minutos e desinfestados com alcool
70% por 3 minutos seguidos de hipoclorito de sodio 2,5% por 15 minutos em camara de fluxo
laminar. Os explantes foram inoculados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
acrescidos de 30g.L™ de sacarose, 7g.L™ de &gar, reajustando o pH para 5,7, suplementado
com diferentes concentracdes de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético - 0,0, 2,26, 4,52 e 9,05
M) e cinetina (KIN - 0,0, 2,32, 4,65 e 6,97 uM), combinados e isolados.

Foi colocado um unico explante por tubo de ensaio, em 10 repeticdes de 3, vedados
com papel filme e mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, irradincia
de fotons de 36 pmol.m?.s™ e temperatura de 25 + 2°C.

Foram avaliados porcentagem de contaminacdo por fungos e bactérias, porcentagem

de oxidacgéo, formacao de calos e brotacao.

Preparacao das amostras para as analises microscépicas dos calos

Para caracterizacdo anatbmica do processo de calogénese, explantes foram coletados a
cada dois dias a partir da data de inoculacdo, de acordo com a metodologia de Rocha (2011).
As amostras coletadas foram fixadas em FAA 50% (JOHANSEN, 1940) por 24 horas e
posteriormente estocadas em é&lcool a 70% em geladeira até o momento dos cortes
anatémicos.

Foram feitos cortes transversais e longitudinais a méo livre, colocados em laminas
semipermanentes com glicerina 50%, corados com azul de astra e safranina basica 1% de
acordo com metodologia de Kraus e Arduin (1997), com azul de evans e sem coloragéo,

observados em Microscépio Olympus Optical BX 40 e fotografados.

Anélise estatistica

O delineamento experimental em arranjo fatorial foi inteiramente casualizado para as
variaveis brotacdes e formacdo de calos. Para que o modelo de anélise de variancia da
regressdo tivesse validade, satisfazendo as pressuposi¢cGes de homogeneidade pelo teste de

Bartlett e normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, independéncia de erros (residuo) e
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erros (residuos) com distribuicdo normal, foi feita a analise exploratéria dos dados, anélise de
variancia da regressao e teste F utilizando-se o programa estatistico Assistat 7.7 pt (SILVA e

AZEVEDO, 2016). Também foram analisadas porcentagem de contaminacéo e oxidacé&o.

Resultados e Discusséo

Foi verificado que caules utilizados como explantes apresentaram maior porcentagem
de contaminacdo fungica e bacteriana, em contrapartida, folhas apresentaram maior oxidagéo
(Tabela 1). Com relacdo a contaminacdo bacteriana, observou-se que o caule foi infestado

mais mais que as folhas (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo da presenca de fungos, bactérias e oxidagdo em explantes de caules e
folhas de Solidago chilensis, distribuidos nos tratamentos com reguladores vegetais KIN e
2,4-D. Dados expressos em porcentagens.

Reguladores Presenca de Explantes oxidados
vegetais(uM) Presenca de fungos (%) bactérias (%) (%)
2,4-D KIN Folha Caule Folha Caule Folha Caule
0 26,7 26,7 0 0 20 20
0 2,32 6,7 60 13,3 13,3 86,7 6,7
4,65 40 20 0 0 20 20
6,97 26,7 0 0 0 13,3 0
0 13,3 6,7 0 13,3 33,3 13,3
5 96 2,32 20 53,3 0 46,7 6,7 6,7
' 4,65 13,3 66,7 0 26,7 0 6,7
6,97 33,3 46,7 0 20 0 0
0 6,7 40 0 20 0 13,3
459 2,32 0 66,7 6,7 33,3 13,3 6,7
’ 4,65 46,7 53,3 53,3 46,7 0 6,7
6,97 20 60 0 6,7 0 6,7
0,0 53,3 26,7 13,3 13 33,3 33,3
0.05 2,32 26,7 33,3 6,7 66,7 0 13,3
’ 4,65 93,3 20 0 6,7 0 13,3
6,97 26,7 20 0 6,7 0 40

O 2,4-D se mostrou um pouco mais efetivo e indispensavel para inducdo de calos,
contudo houve mais formagéo de calos, nos explantes de folhas, nos tratamentos 2,26 uM de
2,4-D combinado com 4,65 uM de KIN, em 93,3% dos tubos, mostrando diferenca estatistica
altamente significativa (Tabela 2). Para brotacdes diretas, o caule mostrou efetividade em
80% dos explantes, devido a presenca das gemas laterais, sem a presenca de reguladores,

também com diferenca estatistica altamente significativa.
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Tabela 2 — Efeito dos reguladores vegetais KIN e 2,4-D na quantidade de brotagdes via
organogénese direta e calogénese obtidas de explantes de caules e folhas de Solidago
chilensis. Dados expressos em porcentagens.

Reguladores vegetais(uM)  Brotagoes (%) Calos (%)
2,4-D KIN Folha Caule Folha Caule
0 0 80** O0bB Ons
0 2,32 0 0 0bB Ons
4,65 0 0 6,7bB Ons
6,97 0 0 53,3aA Ons
0 0 0 40abB Ons
5 96 2,32 0 0 66,7aAB Ons
’ 4,65 0 0 93,3aA 6,7ns
6,97 0 0 33,3abB 6,7ns
0 0 0 0bB Ons
4.5 2,32 0 0 13,3bB Ons
' 4,65 0 0 13,3bB Ons
6,97 0 0 60aA Ons
0,0 0 0 53,3aA Ons
9.05 2,32 0 0 20bAB Ons
; 4,65 0 0 0bB Ons
6,97 0 0 O0bB Ons

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey; Para nimero de calos, letras mindsculas
diferentes na mesma coluna, diferenca significativa por Tukey a 1% de probabilidade, e letras mailsculas
diferentes na mesma linha, diferenca significativa por Tukey a 1% de probabilidade; ns, diferenca nao
significativa.

De maneira geral, as quantidades de 2,4-D utilizadas promoveram uma relagéo
negativa com a formacdo de calos, enquanto que KIN foram mais efetivas quanto maior a
concentracdo (Figura 1A e C). A quantidade de calos formados por folhas indica que devem
ser preferidas para indugdo de embriogénese somatica ou organogénese indireta, com P<0,01
e R*=1 aproximadamente (Figura 1B). Em caules a formagao de calos foi extremamente baixa
em apenas duas combinagdes de todos os tratamentos utilizados. As concentragdes de
reguladores utilizadas nos caules promoveram nenhuma brotacdo e baixa formacdo de calos,

com P<0,01 e R?=0,3 aproximadamente, como mostraram os resultados da Figura 1D.
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Figura 1 — Resultados de anélise de regressdo das ocorréncias de calos e oxidacdo nos explantes caulinares e
foliares de Solidago chilensis em meio de cultura MS, adicionados dos reguladores 2,4-D e KIN em diferentes
concentragdes. A- nimero de calos formados em fungdo das concentracfes de 2,4-D utilizadas, relacdo negativa;
B- nimero de calos formados em folhas; C- nimero de calos formados em fungdo das concentragdes de KIN
utilizadas, relagdo positiva; D- nimero de calos formados em caules.

Ocorreu aumento de oxidacdo em explantes caulinares, quando houve o0 aumento na
concentracédo dos reguladores, exceto algumas combinagfes com aumento na concentracao de
KIN de acordo com regresséo ndo linear cujo valor de P<0,05 e R?=0,2, como mostra a Figura
2B. Quanto a oxidacdo em explantes foliares h4 uma relacdo positiva forte, indicando
aumento do nimero de explantes oxidados quando concentragdes dos reguladores sao
aumentadas, P<0,01 e R?=0,8 (Figura 2A).

A formacao calogénica foi avaliada e demonstrou apenas a presenca de calos fridveis,
gue sdo mais propensos a formar embriGes. Houve calos de coloracdo branca, verde, amarela

ou marrom claro (Figura 3).
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Figura 2 — Resultados de analise de regresséo da oxidagdo nos explantes caulinares e foliares em meio de cultura
MS, adicionados dos reguladores 2,4-D e KIN em diferentes concentracBes. A- aumento da oxidacdo de
explantes foliares em funcdo do aumento nas concentra¢fes dos reguladores vegetais utilizados; B- aumento da
oxidacdo de explantes caulinares em fungdo do aumento nas concentragdes dos reguladores vegetais utilizados.

Figura 3 — Aspectos da formacao de calos fridveis em explantes de folhas e caules de S. chilensis ao longo do
cultivo in vitro em meio nutritivo MS, em funcdo de diferentes concentracfes de 2,4-D e KIN. (A) coloracdo
branca em meio contendo 2,26uM de 2,4-D combinado com 4,65uM de KIN; (B) coloracdo verde e branca
leitosa em meio contendo 2,26uM de 2,4-D combinado com 4,65uM de KIN; (C e D) coloracao branca leitosa e
amarelada em meio contendo 2,26uM de 2,4-D combinado com 4,65uM de KIN; (E e F) coloracdo amarela em
meio contendo 4,52uM de 2,4-D combinado com 4,65 e 6,97uM de KIN; (G) coloracdo marrom clara em meio
contendo 9,05uM de 2,4-D.
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A sequéncia de cortes histoldgicos revelou a formacdo de calos com potencial
embriogénico (Figura 4). Ja no primeiro dia de formagdo e fixagdo de calos, massas de células
com caracteristicas meristematicas bem definidas, de células pequenas, compactas e
isodiamétricas, apareceram sob células alongadas, pouco diferenciadas, com paredes celulares
finas, que se coram fracamente com azul de Evans com pouca aderéncia e espagos celulares
conspicuos (Figura 4 A a C). No segundo dia de fixacdo, ou seja, quarto dia de formagéo, foi
observada cicatrizacdo proxima as excisdes e inicio da proliferacdo celular pelas células ao

redor do feixe vascular em ambas as faces da folha (Figura 4 D).

Figura 4 — Sequéncia de cortes histologicos e visualizagdo de desenvolvimento embrionario ao longo da
calogénese in vitro de Solidago chilensis até 60 dias de desenvolvimento em meio de cultivo MS suplementado
com reguladores vegetais 2,4-D e cinetina (KIN). A a C— 1° dia, massa de células com caracteristicas
meristematicas; D— inicio de proliferacdo celular pelas células ao redor do feixe vascular; E- 5° dia, embrides
globulares mais proeminentes; F- protuberancia subepidérmica evidente; G- embrides de diferentes tamanhos e
estagios, apresentam-se disformes; H- 27° dia, embrido em estagio cordiforme; I- secgdes de primordios foliares
sdo visiveis e acompanhados de secrecdo castanha no 30° dia.
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No quinto dia de fixacdo, ou seja, décimo dia de crescimento de calos, os embrifes
globulares s&o mais proeminentes (Figura 4 E). As células alongadas se proliferam ao ponto
de forcar o rompimento da epiderme proximo a nervura principal. As protuberancias
digitiformes vistas nos calos sdo formadas por estas células e se assemelham aos tricomas
pluricelulares unisseriados. No entanto, estas protuberancias sdo de origem subepidérmica
(Figura 4 F). Esse tecido recobre embriédo e feixes vasculares isolando-os do meio, nesta fase.
Uma linha de abscisdo se torna conspicua, apresentando células isodiamétricas e justapostas,
assemelhando a epiderme, delimitando um espaco que divide o parénguima coeso do tecido
frouxo com caracteristicas de parénquima lacunoso e aerénquima, sem apresentar
cloroplastos. A embriogénese é indireta e tem origem por desdiferenciacdo das células do
parénquima clorofiliano.

No oitavo dia, protuberancias digitiformes presentes na superficie dos calos
apresentam mais séries de células, portanto sdo mais largas e diferem do que foi observado no
quinto dia. Embrides de diferentes tamanhos e estagios, apresentam-se disformes (Figura 4
G). No 12°dia, em corte longitudinal, torna-se visivel a proliferacdo celular cuja origem nao
é periciclica, a qual produz celulas isodiamétricas a tabulares e coesas, promovem o0
incremento nas camadas subjacentes a epiderme da nervura principal. No 27° dia embrifes em
estagio cordiforme sdo visiveis, ocorre proliferacdo celular a partir do pericilo em feixes
vasculares de menor porte (Figura 4 H). No 30° dia sec¢des de primordios foliares sao visiveis
e acompanhados de secre¢do castanha (Figura 4 1). A nervura principal apresenta rompimento
da epiderme em ambas as faces com aumento no numero de células alongadas afastando os
tecidos mais antigos para as laterais.

Embrides de diferentes tamanhos e estadgios concorrem por espaco, apresentando-se
disformes, o que ndo se assemelham aos formatos descritos para os estagios embriogénicos,
com distin¢do de camadas celulares organizadas como o apice caulinar. Tais formas também
podem estar relacionadas aos planos de corte dos calos, visto que 0s mesmos surgem e
desenvolvem para regides distintas ndo sendo possivel orienta-los com precisdo. Alem disso, a
secrecdo apresentada junto ao embrido no 30° dia ndo teve sua natureza quimica investigada e
poderia estar relacionada com os ductos da nervura principal, ou ainda, ser secretada por
células adjacentes ao embrido assim como ocorre com embribes somaticos de Passiflora
edulis, os quais s&o circundados por mucilagem (APEZZATTO-DA-GLORIA et al., 2005).

O estabelecimento é a primeira fase da micropropagacdo e necessita do
desenvolvimento de um protocolo eficiente. Algumas espécies apresentam dificuldades nessa

primeira fase em virtude de problemas com oxidacdo e presenca de microrganismos e para
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isso sdo utilizadas varias substancias com acao germicida, antibidtica e antioxidante (SATO et
al., 2001; MORAIS et al., 2012). Essa elevada contaminacdo sugere a presenca de bactérias
endofiticas no caule e/ou encontradas na rizosfera e solo nas condic¢Ges de cultivo do viveiro
que crescem sob condicdes do estresse do cultivo in vitro (FORCHETTI et al., 2007).

As técnicas de cultura de tecidos sdo bastante aplicadas em pesquisas envolvendo
plantas medicinais, com énfase na micropropagagdo, cujos protocolos permitem estabelecer
padrdes para a multiplicacdo massal de varias espécies. Normalmente, tecidos mais jovens
tendem a responder melhor aos tratamentos, mas € possivel obter calogénese a partir de
fragmentos ja diferenciados de diversos 6rgdos (LOYOLA-VARGAS e VAZQUEZ-FLOTA,
2006; GEORGE et al., 2008). Contudo, ha espécies lenhosas em que ocorre alta frequéncia de
regeneracdo de brotos a partir de tecidos ndo meristematicos, devido a variabilidade genética
da espécie, que possibilita maior capacidade morfogenética de alguns tecidos (MOREIRA-
DIAS et al. 2001; COSTA et al., 2004; GEORGE e DEBERGH, 2008; ZENG et al., 2009).
Entretanto, o sucesso da micropropagacdo, independentemente do explante utilizado, esta
sujeito ao efeito do gendtipo da planta-matriz na resposta aos estimulos in vitro (STEIN et al.,
2009).

Na micropropagacéo, reguladores de crescimento tais como auxinas e citocininas,
desempenham papéis de extrema importancia visto que promovem diversas reacdes, desde
alongamento e divisdo celular, formacdo de raizes e calos pelas auxinas, e crescimento e
desenvolvimento de brotacbes multiplas pelas citocininas (PIERIK, 1990; EINSERT, 1991;
GEORGE, 1996). Neste aspecto, diversos autores relatam a necessidade de suplementacdo do
meio de cultura com combinagBes de auxinas e citocininas para garantir a eficiéncia na
micropropagacdo de diferentes plantas medicinais (RUBIN et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2010; ASMAR et al., 2011; MORAIS et al., 2012; ATTIA et al., 2014).

Na inducéo de calogénese o uso de auxinas é frequente. George (1996) comenta que 0
2,4-D tem efeito no metabolismo do RNA, induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros
capazes de decodificar proteinas para o crescimento e que podem induzir a proliferacao
celular desordenada, ou seja, formacgéo do calo. Como isso depende de um balan¢o hormonal
intermediério de auxinas e citocininas, inclusive da produgdo endogena do o6rgdo utilizado
como explante, as diferentes respostas exercidas pelas auxinas se devem a diferencas no
metabolismo e estabilidade das mesmas, sugerindo a possibilidade de outros tipos de auxinas
poderem promover resultados similares aquelas rotineiramente utilizadas (COSTA et al.,
2008).

Sé&o consideradas dois tipos de embriogénese somaética, aquela dita direta, para aqueles
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explantes que sofreram poucas divisdes celulares antes da inducdo embriogenética, e a
indireta, que seria aquela na qual os explantes passaram por um periodo de proliferacdo
desorganizada, na forma de calos, antes da indugcdo embriogenética propriamente dita
(GUERRA et al., 1999). Ainda conforme Guerra et al. (1999), no desenvolvimento dos calos,
a epiderme na porcdo das nervuras pode se romper de acordo com 0 aumento no tamanho ou
namero de células, formacdo de zonas de abscisdo e pode ser facilitado com a auséncia de
tecidos de sustentacdo, como ocorre na face adaxial. JA na face abaxial a presenca do
colénquima pode resistir a este evento.

O uso de auxinas é recomendado em Varios estudos para a producdo de calos friaveis,
principalmente para embriogénese somética e possui grandes vantagens devido as altas taxas
de multiplicacdo e formacdo de embribes individualizados que se desenvolvem diretamente
em plantas (NUNES et al., 1999). Além disto, é utilizada para estudos em fisiologia, genética
e bioquimica do desenvolvimento embrionéario, em que muitos protocolos utilizam altos
niveis de auxinas, principalmente 2,4-D (EBERT et al., 1993; SAGARE et al., 2000;
BHARGAVA et al., 2003; FLORES et al., 2007; REIS et al., 2007).

Conforme Gamborg (1982) e George (1996), a textura e morfologia do calo variam de
acordo com as concentragdes de auxinas e citocininas, onde se produz calos friaveis em meio
de alta concentracdo de auxina e baixa de citocinina e se a relacdo é inversa, ocorre producao
calos de tecido compacto e com células pequenas. Contudo, no presente trabalho, ndo foram

encontrados calos compactos.

Concluséo
A folha demonstrou ser a melhor fonte de explante para calogénese, em diversas
concentracdes testadas dos reguladores vegetais, e o caule, sem reguladores, para formacao de
brotos via organogénese direta, sem regulador, pela retomada da atividade meristematica das
gemas preexistentes, e embriogénese somatica, em folhas, pela desdiferenciagdo dos tecidos.
As folhas apresentaram as maiores taxas de oxidagéo e os caules de contaminacdo. O

2,4-D foi mais eficiente para formacéo de calos.
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CAPITULO 3 — Micropropagacao de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt&
R.M. Sm. (Zingiberaceae)
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Micropropagacao de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt& R.M. Sm.

(Zingiberaceae)

Resumo: Para avaliar técnicas de desinfestacdo e de controle de oxidagdo em diferentes tipos
de explantes, foi feito o estabelecimento in vitro de Alpinia zerumbet a partir de gemas
axilares e segmentos foliares, sob a acdo dos reguladores vegetais: &cido naftalenoacético
(ANA), benzilaminopurina (BAP), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (KIN),
isolados e/ou combinados. Para o controle dos microrganismos foi usado o Plant Preservative
Mixture (PPM - 2 e 4mL.L™), além de outros métodos de desinfestacdo e o controle da
oxidacdo foi testado mantendo-se as culturas no escuro, adicionando acido ascorbico (2%) ou
carvao ativado (0,3%) no meio de cultura. Para a multiplicacdo (subculturas) foram utilizados
reguladores vegetais ANA, BAP, 2,4-D e KIN, isolados e/ou combinados. Foi feita pré-
aclimatizacdo das mudas, na qual os tubos foram destampados e permaneceram na sala de
crescimento por sete dias. Para a aclimatizacdo, as mudas foram transferidas para copos
plasticos contendo substrato esterilizado, tampados com garrafas pet e levados para casa de
vegetacdo com sombrite 50%, onde as tampas das garrafas foram desenroscadas aos poucos.
Foi analisado o indice de sobrevivéncia das mudas. Os resultados mostraram que 4mL.L™
PPM acrescentado ao meio de cultura MS foi tratamento mais efetivo, controlando 100% dos
endofiticos e epifiticos. A oxidacgdo in vitro foi reduzida drasticamente quando se utilizou o
acido ascorbico a 2%. Observou-se brotacdo apenas para explantes derivados de gemas
axilares. Nao foi observado declinio na taxa de propagacdo no decorrer dos subcultivos in
vitro, contudo o crescimento é lento. Houve formacdo de calos fridaveis em pseudocaules e
gemas em maiores quantidades, seguidos de laminas foliares e rizomas. Apds o
estabelecimento da cultura in vitro ndo existiram grandes dificuldades para a multiplicacao e
aclimatizacdo da espécie, porém sdo necessarios mais estudos para acelerar e incrementar o
numero de mudas produzidas.

Palavras-chave: Biofébrica, brotacdo, fungos enddgenos, medicamento fitoterapico,
organogénese, planta medicinal.

Abstract: To evaluate disinfestation and oxidation control techniques in different types of
explants, the establish in vitro of Alpinia zerumbet was carried out from axillary buds and leaf
segments, under the action of plant growth regulators: naphthaleneacetic acid (NAA),
benzylaminopurine (BAP), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and Kkinetin (KIN),
isolated and/or combined. For control of the presence of microorganisms were used Plant
Preservative Mixture (PPM - 2 and 4mL.L™), and were analyzed the effect of different
techniques of disinfestation and the control of oxidation were tested with the dark, adding
ascorbic acid (2%) and activated carbon (0,3%) in the culture medium. For multiplication
(subcultures) were used plant growth regulators NAA, BAP, 2,4-D and KIN, isolated andor
combined. It was made a pre-acclimatization, in which the tubes were uncapped and remained
in a growth chamber for seven days. For acclimatization, they were transferred to plastic cups
containing substrate sterilized, capped with plastic bottles and taken to a greenhouse with
50% shading, where bottle caps were unscrewed slowly. The survival rates of the seedlings
were analyzed. The results showed that 4mL.L™ PPM added to the MS medium was the most
effective treatment, controlling 100% of endophytic and epiphytic. In vitro oxidation was
drastically reduced when using ascorbic acid at 2%. There was only sprouting explants
derived from axillary buds. There was no decline in the propagation rate during in vitro
subcultures, however growth is slow. There was formation of friable callus in pseudostems
and gems in greater quantities, followed by leaf segments and rhizomes. After the
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establishment of in vitro culture there were no major difficulties for multiplication and
acclimatization of the species, but more studies are needed to accelerate and increase the
number of seedlings produced.

Key words: Biofactory, sprouting, endogenous fungi, herbal medicine organogenesis,
medicinal plant.

Introducéo

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. é uma planta herbacea, rizomatosa
capaz de atingir 2 a 3 metros de altura, com inflorescéncia do tipo cacho, branca com
amarelo-rosea e fruto na forma de uma cépsula globosa com varias sementes, todavia suas
sementes sdo raramente formadas devido a baixa viabilidade do grdo de polen (apenas 7%) e
por isso é propagada vegetativamente através dos rizomas (ALBUQUERQUE e NEVES,
2004; KRIECK et al., 2008; RAKKIMUTHU et al., 2011). Com relagdo a auséncia de
frutificacdo efetiva e por ser uma planta medicinal, em que ha necessidade de manter as
caracteristicas genéticas da planta mae, a propagacdo assexuada ou clonal é importante, pois
além de manter as caracteristicas da planta matriz e a uniformidade nas mudas, mantém a
producdo de materiais de alta qualidade (PETRY, 1999; EHLERT et al., 2004; FERRARI et
al., 2004; HARTMANN et al., 2011).

Foi com esse propdsito que Rakkimuthu et al. (2011) fizeram seu trabalho objetivando
estabelecer um protocolo para micropropagacao in vitro de Alpinia zerumbet variegada. Eles
utilizaram brotos dos rizomas e inocularam em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
suplementado com 3% de sacarose e diferentes concentragcdes de BAP combinados com 0,5
mg.L™ de cinetina, obtendo melhores respostas com 1,5 mg.L™ de BAP e 0,5 mg.L™ de
cinetina, com regeneracdo de quase 95%, transferidas com sucesso para campo com
solo:vermiculita (1:1). Contudo, foi utilizado cloreto de merclrio na descontaminag&o,
substancia altamente toxica.

As técnicas de cultura de tecidos, baseadas na totipotencialidade da célula vegetal,
podem regenerar plantas a partir de explantes, isolados de qualquer 6rgdo de uma planta, em
condicdes assepticas e meio de cultivo que deve proporcionar a planta os nutrientes
necessarios ao metabolismo das células e os fatores de crescimento, responsaveis pela
diferenciacdo de brotacdes e raizes (GEORGE et al., 2008; SCHUCH e PETERS, 1993).
Contudo, a presenca de microorganismos e a oxidacdo fenolica podem ser consideradas como
0s principais problemas para a micropropagacdo de varias plantas. Procedimentos de
desinfestacdo do explante e assepsia de todos 0s materiais sS40 essenciais para 0

desenvolvimento de um bom trabalho, seja a partir de fungicidas sistémicos ou outros
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produtos tais como hipoclorito, solUveis em &gua e, portanto, de facil remocgdo evitando
efeitos residuais toxicos (BARRUETO CID e ZIMMERMANN, 2006).

Existem diversas marcas comerciais de compostos a base de cloro e sanificantes
alternativos tais como peroxido de hidrogénio, que é de facil remocao, pode ser diretamente
toxico ao patdgeno e esta envolvido com o fortalecimento da parede celular, uma vez que é
necessario para a biossintese de lignina (RESENDE et al., 2003; REIS et al., 2008). Também
sdo utilizados fungicidas adicionados ao meio de cultura. Um deles, o PPM (Plant
Preservative Mixture), € um composto quimico considerado eficaz para reduzir a presenca de
microrganismos na cultura de explantes de diferentes espécies vegetais (COMPTON e
KOCH, 2001; BERUTO et al., 2004; DIGONZELLI et al., 2005; HAMIRAH et al., 2010;
MORAIS et al., 2012; PAREDES et al., 2014) contudo, sua acdo pode ser inibitéria ou ndo
sobre a morfogénese. Foi verificado que apenas uma alta concentracdo (10 mL.L™) inibiu a
organogénese em meldo (Cucumis melo L.) e petunia (Petunia hybrida H.), porém, a
androgénese ndo foi afetada em tabaco (Nicotiana tabacum L.), sugerindo que a influéncia do
PPM sobre morfogénese depende da espécie (COMPTON e KOCH, 2001).

A oxidacdo fendlica ocorre pela liberacdo de compostos in vitro, precursores da sintese
de lignina, pelo tecido injuriado por meio das enzimas polifenases, produzindo substancias
toxicas, escurecendo e inibindo o crescimento dos explantes (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; ANDRADE et al., 2000; SATO et al., 2001; ERIG e SCHUCH, 2003).
Isso pode ser minimizado com o uso de carvédo ativo adicionado ao meio de cultura, para
adsorcdo de substancias, manter o ambiente escuro por um periodo ou com 0 uso de
substancias antioxidantes.

Outras substancias também importantes no meio de cultura sdo os reguladores
vegetais, compostos organicos que causam respostas morfogenéticas in vitro. Diferencas nas
concentracdes de auxinas e citocininas sdo responsaveis pela promocdo de diferentes
respostas: reducdo do balango auxina/citocinina induz formacdo de gemas, concentragdes
iguais produzem calos e o incremento de auxina tende a iniciar o crescimento de raizes,
contudo provocam a proliferacdo desordenada de células, formando os calos. (NUNES et al.,
1999; MOURA et al., 2001; PINTO e LAMEIRA, 2001). O calo é um aglomerado de células
e tecidos formado por varias divisdes, possuindo caracteristicas morfologica, bioquimica e
ultraestrutural que podem evidenciar as mudancas que ocorrem nas diferentes fases do
crescimento, fornecendo dados importantes relacionados ao processo morfogenético in vitro
de tecidos vegetais (BARRUETO CID, 1992).

Diversas espécies enraizam na presenca de niveis muito baixos ou nulos de auxina,
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principalmente no caso de herbaceas, mostrando que o cultivo in vitro de plantas & um
complexo processo dependente de fatores enddgenos e exdgenos como genotipo, substrato
(com os diferentes meios e seus reguladores), as condicdes fisicas do ambiente onde o cultivo
¢ desenvolvido e ainda os fatores dependentes do tecido utilizado como explante
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).

Assim, considerando a necessidade de producdo de mudas de A. zerumbet para o
fornecimento de matéria-prima de qualidade para a producéo de fitoterapicos e visto que até o
momento ha& poucos relatos com a espécie na area de propagacdo in vitro, o objetivo do
trabalho foi avaliar técnicas de desinfestacdo e de controle de oxidacdo em diferentes tipos de

explantes para posterior multiplicagéo, enraizamento e aclimatizacéo.

Material e método
Material vegetal

As plantas foram coletadas em diversos pontos das cidades de Vitéria da Conquista e
Cruz das Almas — BA e cultivadas nos viveiros de producdo de mudas da Universidade
Federal da Bahia em Vitdria da Conquista e no Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana. O material foi encaminhado para o Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Estadual de Feira de Santana, localizado na Unidade Experimental
Horto Florestal e para o Laboratério de Botanica localizado na Universidade Federal da
Bahia, campus de Vitoria da Conquista, onde foram realizados 0s experimentos in vitro.

A exsicata foi identificada por Flavia Pereira de Sousa, depositada no acervo do
Herbario Mongoy6s da Universidade Federal da Bahia, Campus Anisio Teixeira, Instituto
Multidisciplinar em Saude, sob o nimero de tombo 914.

Estabelecimento in vitro

Inicialmente foi testada a diferenca entre bainha ou pseudocaule e folhas jovens, em
fase inicial de expansdo ou folhas adultas, completamente expandidas, para avaliar o grau de
oxidacdo. Foi feita lavagem com detergente, desinfestagdo de alcool 70% por 3 minutos,
seguido de hipoclorito de sédio 2,5% por 15 minutos. Foi analisada porcentagem de
microrganismos e grau de oxidagé&o.

Também foram selecionados diversos tipos de explantes para analisar as respostas de
totipotencialidade, tais como segmento de lamina foliar, bainha, gema axilar e rizoma. Foram

testados diferentes méetodos para desinfestacdo previa utilizando-se:
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Tratamentos Metodologia utilizada

1 imersdo em alcool 70% por 3 minutos, seguido de hipoclorito de sédio (2,5%
de cloro ativo) por 15 minutos

2 imersdo em peroxido de hidrogénio 3% por 30 minutos

3 imersdo em alcool 70% por 3 minutos, seguido de peroxido de hidrogénio 3%
por 30 minutos.

4 tratamento 1 com adicdo de PPM (Plant Preservative Mixture) 2mL.L™ ao
meio de cultura

5 tratamento 1 com adicdo de PPM 4mL.L™ ao meio de cultura

Ap0s a aplicacdo dos tratamentos nos explantes, foram feitas trés lavagens em agua
destilada autoclavada, em cdmara de fluxo laminar e, em seguida, foram inoculados em tubos
de ensaio fechados com pelicula de PVC, contendo 10 ml do meio, previamente esterilizados
em autoclave por 15 minutos.

Os diferentes tipos de explantes (com cerca de 1cm?) foram colocados em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 30g.L™ de sacarose, acrescido de 7g.L™
de agar (Merck), sem adicdo de reguladores de crescimento, observado crescimento de
brotacdes. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h,
irradiancia de foton de 36pmol.m™.s™ e temperatura de 25°C + 2 de temperatura, durante 120
dias.

Para o controle de oxidagéo foram testadas metodologias:

Tratamentos Metodologia utilizada

1 Testemunha (sem tratamento antioxidante)

2 Tratamentos mantidos no escuro por 15 dias (SANTOS-SEREJO et al., 2009)
3 Solucéo de acido ascorbico 2% por 20 minutos, antes da assepsia

4 Meio de cultura com carvéo ativado 0,3%

Foram avaliados: melhor método para desinfestacdo dos explantes e melhor tipo de
explante para o estabelecimento in vitro de Alpinia zerumbet, por meio da porcentagem de

sobrevivéncia, grau de oxidacdo e porcentagem de microrganismos.

Multiplicacéo

Foram utilizados como explantes: 1amina foliar, pseudocaule, gema axilar e rizoma,
com cerca de lcm? ou lcm de comprimento. Estes foram lavados com detergente e
desinfestados com alcool 70% por 3 minutos seguido de hipoclorito de sodio 2,5% por 15
minutos, em camara de fluxo laminar, enxaguados por trés vezes em agua destilada
autoclavada e inoculados em tubos de ensaio fechados com pelicula de PVC, contendo 10ml
de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 30g.L™ de sacarose e 7g.L"
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! de 4gar e 4mL.L" de PPM. Foram adicionados os reguladores vegetais em diferentes
concentracOes: &cido naftaleno acético — ANA, nas concentracdes de 0,0; 1,34; 2,68 e 5,36
KM, combinados com 6benzilaminopurina (BAP), nas concentracdes de 0,0; 4,44; 8,88; 13,32
e 17,76 uM, e 2,4-D, nas concentracdes 0,0; 2,26; 4,52 e 9,05 uM, combinadas com cinetina
(KIN) nas concentragdes de 0,0; 2,32; 4,65; 6,97 UM, previamente esterilizados em autoclave
por 15 minutos. O material foi mantido em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 h,
irradiancia de foton de 36umol.m™2.s™ e temperatura de 25+2°C de temperatura e avaliados a
porcentagem de sobrevivéncia, presenca de calos, porcentagem de brotacdo e formacdo de

raizes, sem necessidade de adi¢do de regulador para enraizamento.

Pré-aclimatizacao

Apdbs o surgimento das raizes, sem adi¢do de reguladores vegetais, as plantas dos
tubos de ensaio passaram por um processo de pré-aclimatizacdo no qual os frascos de cultura
foram destampados permanecendo na sala de crescimento durante sete dias, quando as plantas

foram removidas.

Aclimatizacao

Para a aclimatizacdo, 70 plantas foram transferidas para copos plasticos contendo
substrato composto por fibra de coco, areia e terra vegetal, esterilizado e devidamente
umedecido, tampados com garrafas pet e levados para casa de vegetacdo com sombrite 50%,
onde as tampas das garrafas foram desenroscadas aos poucos durante sete dias para haver
trocas gasosas com o0 ambiente e foram totalmente destampadas ap6s mais sete dias. Foi

analisado o indice de sobrevivéncia das mudas.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi Inteiramente Casualizado, em esquema fatorial com
10 repeti¢des, em que cada parcela consistiu de cinco tubos de ensaio, para todas as variaveis
consideradas. Para que o modelo de analise de variancia tivesse validade, satisfazendo as
pressuposicGes de homogeneidade, independéncia de erros (residuo) e erros (residuos) com
distribuicdo normal, foi feita a analise exploratoria dos dados, analise de variancia e teste F
utilizando-se o programa estatistico Assistat 7.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 2009) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Os dados em porcentagens foram transformados em arcsen.

Para os tratamentos antioxidantes utilizados, foi feita a contagem do grau de oxidacéo

atribuindo-se valores de zero a quatro, para auséncia de oxidacdo até oxidacgdo intensa, 0s
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valores foram transformados em Vx+0,5 para a analise de variancia.

Resultados e Discusséo
Estabelecimento

Para os tratamentos de desinfestacdo utilizados (Tabela 1), encontrou-se média de
propagacao da microbiota para T1 (alcool 70% por 3 min+ hipoclorito de sodio a 2,5% por
15min) que correspondeu a 29,07%, T2 (alcool 70% por 3 min+ peroxido de hidrogénio a 3%
por 30min) a 55,38%, T3 (peroxido de hidrogénio a 3% por 30min) a 78,04%, T4 (PPM
2mL.L™Y) a 49,14% e T5 (PPM 4mL.L™) a 0%, todos estatisticamente diferentes entre si,
exceto T4 comparado T2, pelo teste de Tukey a 0,05. Para a andlise de proliferacdo
microbioldgica por tipo de explante, foram obtidos 35,91% para lamina foliar, 27,38% para
bainha, 42,60% para gema e 44,56% para rizoma, sendo lamina foliar, gema e rizomas
estatisticamente semelhantes entre si e diferindo de bainha e 1dmina foliar que também se
assemelharam estatisticamente, com médias comparadas pelo teste de Tukey a 0,05 (Tabela
1).

Tabela 1 — Percentagem da presenca de microrganismos em diferentes tipos de explantes de
Alpinia zerumbet.

Tipo de explante Tratamentos de desinfestacdo (médias % de presenga de microrganismos)
Tl T2 T3 T4 T5 Médias por explante
Lamina foliar 25,00abAB  40,97b A 90,00c B 21,13abA 0,00aA 3591AB
Bainha 17,32a A 49,43bA 72,680 AB 21,132 A 0,00aA 27,38A
Gema 38,66b B 50,00bcA 62,11cA 90,00d C 0,00aA 42,60B
Rizoma 3369bAB  81,15cB 90,00c B 54,94b B 0,00aA 44,56B
Médias por 29,07b 55,38¢ 78,04d 49,14c 0,00a 37,82
tratamento
CV (%) 42,22

Letras mindsculas diferentes na mesma linha e letras maiulsculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si por Tukey a 0,05. Tratamentos T1- imersdo em alcool 70% por 3 minutos, seguido de
hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) por 15 minutos; T2- imersdo em per6oxido de hidrogénio 3% por 30
minutos; T3- imersdo em alcool 70% por 3 minutos, seguido de peréxido de hidrogénio 3% por 30 minutos; T4-
tratamento 1 com adicdo de PPM (Plant Preservative Mixture) 2mL.L™ ao meio de cultura; T5- tratamento 1 com
adicdo de PPM 4mL.L™ ao meio de cultura.

Para os tratamentos antioxidantes utilizados, foram encontradas medias da ordem de
1,70 para meio sem antioxidante e para explantes colocados no escuro por 15 dias, sem
diferenca estatistica significativa entre si e para carvao ativado 0,3% adicionado ao meio, com
1,69, diferindo significativamente do tratamento com acido ascorbico a 2%, que apresentou
0,71 e se destacou como melhor tratamento antioxidante para todos os tipos de explantes
testados (Tabela 2). Com relagdo aos explantes, a lamina foliar € a que menos oxida,

apresentando média de 1,12, diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. A bainha
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apresentou média de 1,39, também diferindo estatisticamente de todos os tratamentos e gema

e rizoma apresentando médias iguais a 1,64 (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios para oxidacdo em diferentes tipos de explantes de Alpinia
zerumbet.

Tipo de explante Tratamentos antioxidantes (médias)
Testemunha Escuro Acido ascorbico  Carvdo ativado  Médias por explante
Lamina foliar 1,23b A 1,23bA  0,71aA 1,34b A 1,12A
Bainha 1,55b B 1,55bB  0,71aA 1,75c B 1,39B
Gema 2,04cC 2,04cC 0,71aA 1,77b B 1,64C
Rizoma 1,99b C 1,990 C 0,71aA 1,88b B 1,64C
Médias por tratamento  1,70b 1,70b 0,71a 1,69b 1,45
CV (%) 8,78

Letras minudsculas diferentes na mesma linha e letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si por Tukey a 0,05.

Na comparacédo entre folhas maduras e folhas novas, ndo houve diferenca estatistica
para crescimento de microrganismos com ambos os tratamentos apresentando 25% de tubos
com presenca de microbiontes (dados ndo mostrados). Para oxidagdo, a folha madura
apresentou menor média (1,00) e 1,68 para folhas novas, com diferenca significativa por
Tukey a 0,05 (dados ndo mostrados). Barbosa (2010) afirmou que folhas imaturas
apresentaram elevado potencial de regeneracdo de plantas quando utilizou 2,4-D em
concentracOes de 5 e 8 mg/L nos periodos de 5 e 8 dias no escuro. Contudo, folhas imaturas
em plantas com alta producéo de compostos fenolicos para producédo de lignina, favorecem a
oxidacdo, como visualizado nos resultados deste trabalho, necessitando de métodos
antioxidantes eficientes. Explantes juvenis geralmente possuem tecidos mais tenros e poucos
lignificados, embora tecidos maduros de folhas e flores sejam igualmente utilizados para o
estabelecimento in vitro (GUEDES, 2008). Além disso, conforme Pierik (1990), quando a
planta envelhece, sua capacidade regenerativa costuma diminuir, por isso tende-se a utilizar
material procedente de plantas jovens. Mas de modo geral, quanto maior a determinacéo de
um explante para a formacdo de um 6rgédo especifico, menor € sua competéncia para originar
outro dérgdo, por via alternativa do desenvolvimento (AMARAL, 2005).

N&o foi observada diferenca significativa, nem interacdo, na contaminagdo ou
oxidacdo mesmo quando se avaliou separadamente a bainha do pseudocaule. Por ser uma
monocotileddnea, as bainhas das folhas enrolam entre si formando um pseudocaule de
crescimento fototropico positivo. Para a oxidacdo também ndo foi verificada diferenca
significativa entre os explantes testados, contudo, esperava-se que na utilizacdo do
pseudocaule, com as bainhas enroladas entre si, houvesse quantidade superior de tecidos

injuriados expostos e isso facilitaria uma secrecdo de maior quantidade de compostos
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fendlicos que necrosariam 0s explantes e inviabilizariam a micropropagacédo
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998) e consequentemente, exposi¢do de tecidos com
microrganismos endossimbiontes. Essa exposi¢cdo, em um meio de cultivo e o estresse
produzido no explante, leva a proliferacdo desses microrganismos, criando uma relacéo
desarmonica que pode acarretar perda de material.

Microrganismos epifiticos sdo contaminantes em potencial que podem ser removidos
com a desinfestacdo e surgem logo nos primeiros dias no cultivo in vitro, ja 0s
microrganismos endofiticos ndo sdo eliminados durante a desinfestacdo e podem
eventualmente crescer apos longos periodos de cultivo e em resposta a estresses mecanicos ou
nutricionais. Quando o fungo de sobrepde ao crescimento da planta e interfere no cultivo in
vitro, deve ser feito o controle, pois pode ocasionar prejuizos, reduzir a producdo e a
qualidade dos materiais micropropagados (PANICKER et al., 2007; ESPOSITO-POLESI,
2010; ESPOSITO-POLESI, 2011).

Os microrganismos endofiticos vém sendo considerados ha muito tempo como fontes
de contaminacdo dentro dos trabalhos de micropropagacao, principalmente quando crescem
descontroladamente devido ao estresse provocado pelo cultivo, porém, alguns autores
consideram sua presenca como um fator positivo capaz de auxiliar a planta, uma vez que vive
no interior de seus tecidos sem causar sintomas de sua presenca, 0 que vem sendo atestado por
analises microscopicas e estudos moleculares (PIRTTILA et al., 2008, ALMEIDA et al., 2009,
ABREU-TARAZI et al., 2010; ARDANOV et al., 2011; PORRAS-ALFARO e BAYMAN,
2011).

O termo axénico é aquele usado para descrever algo ndo contaminado ou que esta livre
de qualquer organismo vivo, onde as condic¢des laboratoriais sdo completamente assépticas e
tem sido difundido como um ideal a ser atingido pela cultura de tecidos vegetais, por isso se
buscam métodos que eliminem todo e qualquer microrganismo que possa crescer ao longo do
tempo de cultivo no meio utilizado (ESPOSITO-POLESI, 2010). Contudo, muitos trabalhos
mostram que mesmo em plantas que sdo consideradas livres de microorganismos, sejam
potenciais patdgenos ou ndo, e que ndo é visualizado nenhum tipo de sintoma, existe uma
comunidade endofitica presente. Ainda alegam que esses microorganismos, na sua grande
maioria, desempenha papel fundamental no estabelecimento, desenvolvimento e
aclimatizacdo das culturas, sendo, portanto, microrganismos benéficos que devem ser
conservados no cultivo in vitro, pois favorecem o ajuste osmético, a producéo de fitorménios
e absorcdo de nutrientes (BANDARA et al., 2006, FIGUEIREDO et al., 2008; PIRTTILA et
al., 2008, ALMEIDA et al., 2009, DIAS et al., 2009; ABREU-TARAZI et al., 2010;



87

ESPOSITO-POLESI, 2011; PORRAS-ALFARO e BAYMAN, 2011; KHAN et al., 2013;
KUSARI et al.,, 2013; HUBBARD et al., 2014). Esses microrganismos podem ndo se
manifestar de forma visivel e nem crescem no meio de cultura, sendo observados somente em
analises microscopicas das plantas micropropagadas, contradizendo, portanto, a suposicéo de
que estas plantas séo axénicas (BARROW et al., 2004; ABREU-TARAZI et al., 2010).

Multiplicacéo

Para os tratamentos com ANA e BAP, ndo houve formacdo de calos ou brotacdo em
explantes derivados de lamina foliar, pseudocaule e rizoma (dados ndo apresentados). Apenas
as gemas deram resultado positivo para brotacdo, com 80% no tratamento 1 (testemunha) e
60% no tratamento 14 (2,68uM de ANA combinado com 13,32uM de BAP) e apenas um
unico calo foi formado no tratamento 10 (1,34uM de ANA combinado com 17,76uM de
BAP) ndo havendo portanto, diferenca significativa com estes reguladores.

Para analisar a resposta de lamina foliar, pseudocaule, rizoma e gemas como explantes
para inducdo de calos ou brotos, foram utilizadas diferentes concentracdes de 2,4D e cinetina
(KIN). Verificou-se que 94% das gemas brotaram quando ndo havia reguladores no meio, e
nenhuma brotacdo utilizando reguladores vegetais, com diferenca significativa de 0,05 pelo
teste de Tukey. Houve maior quantidade de calos formados por pseudocaule e gema, com
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 3). Apesar disso, ha necessidade de
maiores estudos entre tipos de reguladores vegetais e concentracdes utilizadas para melhorar a

efetividade da cultura de tecidos vegetais para a espécie em questao.
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Tabela 3 — Porcentagem de brotos e calos em explantes provenientes de lamina foliar,
pseudocaule, rizoma e gema de Alpinia zerumbet, em funcdo de diferentes concentracfes de
KIN e 2,4D.

Reguladores vegetais Calos (%)

KIN(UM) 2,AD(UM) Lamina foliar Pseudocaule Rizoma Gema
0,0 0 0 0 0
2,26 0 0 0 0

0.0 452 0 0 0 0
9,05 0 12ns 26ns 0
0,0 26ns 0 0 0
2,26 0 12ns 26ns 0

2,32 4,52 0 0 0 0
9,05 0 0 0 0
0,0 26ns 0 0 0
2,26 0 0 26ns 0

485 452 0 80* 0 60*
9,05 26ns 60* 0 0
0,0 0 0 0 0
2,26 0 0 0 0

6,97 4,52 26ns 26ns 0 80*
9,05 0 12ns 0 0

* Diferenca significativa para todos os resultados ao nivel de 0,05 pelo teste de Tukey; ns- diferenga ndo
significativa.

Enraizamento

Houve producdo de raizes em 100% das plantulas, sem a necessidade de inducgéo
hormonal. Conforme Cline e Neely (1983) as células vivas na superficie da lesdo tecidual sdo
expostas e ocorre uma resposta de cicatrizagdo do ferimento. Esta camada auxilia na protegéo
da superficie do corte contra perda de adgua e entrada de patdgenos, além disso, auxiliar a
originar as primeiras raizes.

Esses resultados diferem daqueles reportados para outras espécies da familia
Zingiberaceae entre elas a A. purpurata, que necessita de indugdo hormonal para formacao de
raizes, como citado nos trabalhos de Balachandra et al. (1990) com Curcuma longa e Zingiber
officinale; de Agretious et al. (1996) com Alpinia calcarata; de Borthakur et al. (1999) com
Alpinia galanga e Prathanturarug et al. (2003, 2005) com Curcuma longa L. Para Souza e
Pereira (2007) o desenvolvimento do sistema radicular a partir da formacdo de raizes
adventicias em plantas micropropagadas € um processo de grande complexidade envolvendo
fatores enddgenos e exdgenos gque ainda ndo estdo completamente elucidados. Para eles, 0s
principais fatores relacionados ao enraizamento de plantas cultivadas in vitro, encontram-se 0s
niveis de auxina enddgena, as condicdes inerentes a planta matriz como juvenilidade e

genotipo, dentre outros, o meio de cultura, a presenca de reguladores de crescimento e
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carboidratos, a nutricdo mineral, a presenca de poliaminas e substancias como carvao ativado

e compostos fendlicos, as condi¢cBes ambientais de crescimento das plantulas, dentre outros.

Aclimatizacao

Das brotagfes, 70 plantas foram pré-aclimatizadas com sucesso e todas foram
transferidas para o processo de aclimatizacéo, sendo as raizes lavadas e plantadas em copos
plasticos contendo substrato composto por fibra de coco, areia e terra vegetal, esterilizado e
devidamente umedecido, tampados com garrafas pet. Foram mantidas em casa de vegetacao
com sombrite 50%, onde as tampas das garrafas foram desenroscadas aos poucos durante sete
dias para haver trocas gasosas com o ambiente e foram totalmente destampadas apds mais
sete dias. Houve rega a medida que o substrato desidratava e foi analisado o indice de
sobrevivéncia das mudas, resultando em 74,3% de sobrevivéncia ao processo de
aclimatizacdo, produzindo 52 mudas sadias e vigorosas.

Segundo Yue e Reed (1993), as plantas propagadas in vitro também tém
potencialidade para desenvolver aparato fotossintético funcional, todavia novas estruturas
devem ser formadas durante a fase de enraizamento e para tanto fatores como concentracdo de
sacarose e aeracdo de recipientes devem ser manipulados. Para algumas espécies a alta
freqUiéncia de regeneracdo de brotos a partir de tecidos ndo meristematicos é facilmente obtida
em meio suplementado com uma Unica citocinina, a exemplo de Citrus spp. (MOURA et al.,
2001; MOREIRA-DIAS et al. 2001; COSTA et al., 2004; ZENG et al., 2009). Essa maior
capacidade morfogenética de alguns tecidos pode ser causada pela variabilidade genética de
cada cultura (GEORGE e DEBERGH, 2008).

Concluséo

Com base no que foi exposto é possivel verificar que Alpinia zerumbet possui
microrganismos enddgenos de dificil controle e desinfestacdo, contudo foi possivel eliminar
100% com o uso de PMM 4mL.L™ adicionados ao meio de cultura, sendo portanto, a
metodologia mais eficiente até 0 momento para o estabelecimento da espécie. Com relagdo a
oxidacdo, o uso de &cido ascorbico a 2% foi o mais eficiente para o controle da liberacéo de
compostos fendlicos.

Para brotacdo de explantes, apenas as gemas foram viadveis e as concentracfes dos
reguladores vegetais ndo foram efetivas para incrementar altas taxas de brotagfes. Para
formagéo de calos, os melhores explantes foram pseudocaule e gema, nas concentracGes de

4,52 e 9,05uM de 2,4D combinados com 4,65 e 6,97uM de cinetina. Houve producgéo de
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raizes em 100% das plantulas sem necessidade de regulador e 74,3% sobreviveu ao processo
de aclimatizacdo, produzindo mudas sadias e vigorosas, contudo h& necessidade de mais

estudos para elucidar os acontecimentos.
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CONCLUSAO GERAL
Solidago chilensis

Todas as etapas de estabelecimento in vitro, subcultivos e aclimatizacdo da espécie
foram feitos com sucesso.

As folhas de arnica apresentaram as maiores taxas de oxidagdo e os caules de
contaminagéo.

O caule mediano foi a melhor fonte de explante para formacdo de brotos via
organogénese direta, sem uso de reguladores.

Para o enraizamento ndo é necessario regulador.

O uso de tampa de algod&o permite trocas gasosas com o meio e facilita o processo de
aclimatizacao.

O 2,4-D foi mais eficiente para formacéo de calos.

A folha demonstrou ser a melhor fonte de explante para formacdo de calos, em
diversas concentragdes testadas dos reguladores vegetais.

As andlises histolégicas mostraram embriogénese somatica em folhas, pela
desdiferenciacdo dos tecidos, em tratamentos contendo diferentes concentracdes de 2,4-D de
KIN.

Alpinia zerumbet

O estabelecimento in vitro foi possivel com o uso de PMM 4mL.L™ adicionados ao
meio de cultura, para eliminar 100% dos patdgenos.

O uso de acido ascorbico a 2% foi o mais eficiente para o controle da oxidagao.

Apenas gemas foram viaveis para brotacdo direta e as concentracdes dos reguladores
vegetais ndo foram efetivas para incrementar as taxas.

Para formacdo de calos, os melhores explantes foram pseudocaule e gema, nas
concentragdes de 4,52 e 9,05uM de 2,4D combinados com 4,65 e 6,97uM de cinetina.

Houve producéo de raizes em 100% das plantas sem necessidade de regulador.

74,3% das plantas sobreviveram ao processo de aclimatizacéo.



