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RESUMO

A micropropagacdo de plantas € uma estratégia, que se vem ao encontro das necessidades dessas
duas espécies aqui apresentadas o Rosmarinus officinalis e Calibrachoa sellowiana ambas com
potencial econémico a ser explorado. O Alecrim (R. officinalis) planta de origem do Mediterraneo,
possui caracteristicas medicinais, podendo ser amplamente utilizado na industria de cosméticos e
medicamentos. A Petunia (C. sellowiana) com seus atributos ornamentais, com valor de
conservacao e pioneira na recuperacdo de areas degradadas e, por se tratar de uma espécie nativa
dos campos sulinos, do Bioma Mata Atlantica tem um alto valor ecoldgico. Além disto, esta duas
espécies possuem caracteristicas para ser adotada como fonte de renda alternativa para agricultores.
No presente trabalho segmentos nodais e apicais foram extraidos de plantas matrizes de Rosmarinus
officinalis e de Calibrachoa sellowiana, foram utilizados em diferentes protocolos para a
micropropagacdo através do cultivo em meio de cultura com diferentes tipos e concentracdes de
fitorreguladores, durante a inducéo, regeneracdo e alongamento de brotos. Para a introdugéo in
vitro de Rosmarinus officinalis foram testados 11 tratamentos: 1) MSB isento de fitorreguladores;
2) &cido naftalenoacético - ANA (1 uM); 3) ANA (2 uM); 4) a combinados de ANA (1 uM) com
Benzilaminopurina - BAP (1 uM); 5) ANA (1 uM) com BAP (4 uM); 6) ANA (2 uM) com BAP (1
UM); 7) ANA (2 uM) com BAP (2 uM); 8) ANA (2 uM) com BAP (4 uM); 9) BAP (1 uM); 10)
BAP (2 uM) e; 11) BAP (4 uM). Para promover a proliferacdo e a regeneracdo mdaltiplas de brotos,
os calos e as brotagdes, foram repicados em trés diferentes meios de cultura: 1) ANA (2 puM) +
BAP (4 uM); 2) MS + ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM) e; 3) MS isento de fitorreguladores. Em R.
officinalis observou-se que mais de 43,6% dos explantes apresentaram um tipo de contaminagéo e
30 % destes revelaram a presenca de oxidacéo e a formacédo de calo e brotos foi de 56,4%, ap0s 5
semanas de cultivo. A permanéncia de contaminacdes com bactérias enddgenas evidencia a
necessidade de uso de antibioticos no meio de cultivo. Além disto, a alta porcentagem de oxidacao e
necrose das culturas sugere o uso de antioxidantes durantes os subcultivos. Portanto uma das
possiveis estratégias para a micropropagacdo do alecrim é pela via de organogénese direta, pela
ocorréncia de regeneracgéo de brotos diretamente dos explantes e pela via indireta, com a inducgéo de
calo seguida da regeneracdo de brotos. Em C. sellowiana, a inducdo e estabelecimento in vitro das
culturas foi conduzida em seis tratamentos, com a suplementacdo ao meio de cultura basico MSB
com diferentes combinacBes de acido naftalenoacético - ANA (0 e 0,1 puM) combinados com
Benzilaminopurina - BAP (0; 0,5 e 1,0 pM). Regeneracdo e Multiplicacdo de Brotos. BrotagOes e
culturas nodulares induzidas e estabelecidas in vitro, foram repicadas para promover a proliferacao
e a regeneracdo de brotacBes mdaltiplas, em dois diferentes meios de cultura basico MSB
suplementado com a combinac6es dos fitorreguladores: 1) ANA (0,1 uM) e BAP (0,5 uM) e; 2)
ANA (0,1 pM) e BAP (1,0 uM). Para a regeneracéo e o alongamento, os brotos foram repicados para
frascos tipo conserva (340 ml) em meio de cultura MSB e isento de fitorreguladores. Brotagdes com
3-5 cm de altura foram retiradas das folhas para evitar a desidratacdo e imersa em solucio de Acido
Indolilbutirico — AIB (50 ppm) para a inducdo de enraizamento e transferidas para a substratos para
promover a aclimatizacdo. O uso do meio de cultura MSB suplementado com ANA (0,1 pM) mais
BAP (1,0 uM) promoveu a alta producéo de brotos, e o surgimento de culturas do tipo nodular, que
posteriormente regeneram em brotacGes mdultiplas. As brotacGes e estas culturas do tipo nddulos
induzidas e estabelecidas in vitro, quando subcultivadas com ANA (0,1 uM) mais BAP (1,0 uM)
promoveram uma alta regeneracdo de brotos. Para a altura (cm) das plantas, as médias mais
elevadas foram obtidas nos tratamentos contendo ANA (0,1 pM) e em MS sem a suplementacéo de
fitorreguladores. Enquanto que, a suplementacdo ao MSB com ANA (0,1 uM) em combinagdo com
BAP resultou em média maior e significativo nimero médio e micro brotos por explantes. Portanto,
a estratégia para a micropropagacao da C. sellowiana se caracteriza pelo modelo da organogénese
via formac&o de nodulos como as culturas nodulares.

Palavras-Chave: Petlnia, Alecrim, Cultivo in vitro, Organogénese, Culturas Nodulares.



ABSTRACT

The micropropagation of plants is a strategy that meets the needs of both species presented here the
Rosmarinus officinalis and Calibrachoa sellowiana both with economic potential to be exploited.
The Rosemary (R. officinalis) Mediterranean plant origin, has medicinal properties, and can be
widely used in the cosmetic and pharmaceutical industry. Petunia (C. sellowiana) with their
ornamental attributes, with conservation and pioneering value in the recovery of degraded areas
and, because it is a native species of southern fields, the Atlantic Forest biome has a high ecological
value. In addition, these two species have characteristics to be adopted as alternative source of
income for farmers. In this study nodal segments and apical were taken from mother plants of
Rosmarinus officinalis and sellowiana Calibrachoa, were used in different protocols for
micropropagation through the culture in culture medium with different types and concentrations of
growth regulators, during induction, regeneration and elongation sprouts. For in vitro introduction
of Rosmarinus officinalis were tested 11 treatments: 1) MSB free of growth regulators; 2)
naphthaleneacetic acid - ANA (1 mM); 3) ANA (2 mM); 4) the combined ANA (1 mM) with
Benzylaminopurine - BAP (1 mM); 5) ANA (1 mM) with BAP (4 mM); 6) ANA (2 uM) with BAP
(1 mM); 7) ANA (2 uM) with BAP (2 mM); 8) ANA (2 uM) with BAP (4 mM); 9) BAP (1 mM);
10) BAP (2 mM) and; 11) BAP (4 mM). To promote the proliferation and multiple shoot
regeneration, callus and shoots were transferred in three different culture media: 1) ANA (2 mM) +
BAP (4 mM); 2) MS + NAA (0.1 mM) + BAP (1 mM) and; 3) MS free of growth regulators. In R.
officinalis noted that more than 43.6% of the explants had a type of contamination, and 30% of
them showed the presence of oxidation and the formation of callus and shoots was 56.4%, after 5
weeks of cultivation. The permanence of contamination with endogenous bacteria highlights the
need for antibiotics in the culture medium. Furthermore, the high percentage of oxidation and
necrosis of the cultures suggests the use of antioxidants Durantes the subcultures. So one of the
possible strategies for the rosemary micropropagation is via direct organogenesis, the occurrence of
shoot regeneration directly from explants and by indirect means, with the induction of callus
regeneration then shoots. C. sellowiana, induction and in vitro establishment of the cultures were
conducted in six treatments with the supplementation MSB basic culture medium with different
combinations of naphthaleneacetic acid - NAA (0 and 0.1 mM) combined with benzylaminopurine -
BAP (0, 0.5 and 1.0 mM). Regeneration and multiplication of shoots. Shoots and established in
vitro and induced nodule culture, were transplanted to promote proliferation and regeneration of
multiple shoots in two basic different ways of MSB culture supplemented with combinations of
plant growth regulators: 1) NAA (0.1 mM) and BAP (0.5 mM) and; 2) ANA (0.1 mM) and BAP
(1.0 mM). For regeneration and stretching, the shoots were transferred to preserve type bottles (340
ml) in the middle of MSB culture and free of growth regulators. Shoots with 3-5 cm were taken
from the sheets to prevent dehydration and immersed in acid solution indole butyiric - IBA (50
ppm) to induce rooting and transfer to substrates to promote acclimatization. The use of MSB
culture medium supplemented with NAA (0.1 mM) more BAP (1.0 mM) promoted the high
production of shoots, and the emergence of the nodular type cultures, which subsequently
regenerate multiple shoots. Shoots and these cultures type nodules induced and established in vitro,
when subcultured with ANA (0.1 mM) more BAP (1.0 mM) promoted a high shoot regeneration.
For height (cm) of the plants, the highest means were obtained from treatments with NAA (0.1
mM) and MS without supplementation of growth regulators. Whereas supplementation with the
MSB NAA (0.1 mM) in combination with BAP resulted in higher mean and median and the mean
micro shoots per explants. Therefore, the strategy for micropropagation of C. sellowiana is
characterized by the model of organogenesis via lumps as the nodule culture.

Keywords: Petunia, Rosemary, in vitro cultivation, Organogenesis, Culture nodular.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AG;3; — acido giberélico

ANA — Acido Naftalenoacético

ANOVA - Andlise da Variancia

Atm - Atmosfera

BAP — 6-benzilaminopurina

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
HCI - Acido Cloridrico

UM — micro Molar

mg - miligrama

ml - mililitro

mm - milimetro

Mm - millimolar

MSB - Meio de cultura MS Bésico (Murashige e Skoog 1962)
NaOCI — Hipoclorito de Sodio

NaOH - Hidréxido de Sodio

pH - Potencial de Hidrogénio
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1. INTRODUCAO

Tanto Calibrachoa sellowiana e Rosmarinus officinalis sdo espécies que precisam ser
estudadas. Em R. officinalis o valor medicinal e a dificuldade de obtencdo de mudas justificam a
importancia do estudo de formas alternativas de propagacdo comercial para esta espécie, incluindo a
micropropagacdo, visando selecionar linhagens de alta qualidade para o plantio extensivo e a
extracdo adequada de fitofarmacos. Especificamente, para R. officinalis, um numero restrito de
publicacdes isoladas tem sido dedicado a propagacdo in vitro, entre as quais se destacam 0s
trabalhos de Misra & Chaturvedi (1984), Komali & Shetti (1998), Caruso et al. (2000). Entretanto,
tais trabalhos apresentam protocolos pouco detalhados, além de serem especificos para gendtipos
adaptados a ambientes europeus e asiaticos. E por sua vez a Calibrachoa vem em direcdo da
conservacao do recurso natural e seu valor ornamental. Por se tratar de uma espécie ainda pouco
domesticada e constitui de uma paisagem natural, o processo de micropropagacao se faz também
importante. E a espécies Calibrachoa, em muitas situacGes esta presentes em campos com
afloramento de rochas e solos com pedregosidade (STEHMANN, 1999). Segundo Vendrusculo
(2009) a ocorréncia da espécie em areas antropizadas, que acabam se diferenciando em espécies
pioneiras ou colonizadoras de areas abertas (clareiras e bordas de floresta) ou ate mesmo em
paisagens degradadas.

Para as duas espécies a micropropagacao é uma eficiente ferramenta para clonar plantas em
escala comercial. Os explantes sdo cultivados assepticamente em meio de cultura, permitindo uma
interacdo controlada entre fatores abidticos e bioticos, que pode dar origem a plantas geneticamente
superiores multiplicadas massivamente. Diversos explantes podem ser utilizados para o inicio de
uma propagacao in vitro de uma planta, entretanto, procura-se selecionar explantes que contenham
maior propor¢do de tecido meristematico ou que tenham maior capacidade de expressar
totipoténcia, tais como gemas apicais, gemas axilares e sementes (TORRES et al., 2000).

A espécie C. sellowiana sdo arbustivas, subarbustivas ou herbaceas e, em geral, possuem
menos de 70 cm de altura. As especies arbustivas e subarbustivas apresentam caule com base
espessada e lignificada (STEHMANN, 1999). Calibrachoa pertence a familia Solanaceae, tribo
Nicotianeae, subfamilia Cestroideae, e a maioria das suas 24 espécies ocorrem na regido subtropical
da América do Sul (STEHMANN, 1999). Mader (2008 apud TSUKAMOTO et. al. 2002) relata que
0 género ocorre exclusivamente no sudeste da América do Sul, de Minas Gerais até o Uruguai, com
abundancia maxima nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Ja a espécie R. officinalis, conhecida popularmente por alecrim, é um subarbusto lenhoso da
familia Lamiaceae, originario da Regido Mediterranea da Europa. As folhas de R. officinalis sdo
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lineares, coriaceas, muito aromaticas e perenes. Suas flores, hermafroditas, encontram-se reunidas
em espiguilhas terminais azuladas ou lilds, pequenas e muito aromaticas (LORENZI & MATOS,
2002)Além de sua utilizacdo como cobertura vegetal para protecdo contra erosdo (CARUSO et al.,
2000), a especie é conhecida por suas propriedades nutricionais e medicinais. Dentre os beneficios,
destacam-se suas propriedades antioxidantes, antissépticas, vasodilatadoras, diuréticas,
antiespasmddicas, antibacterianas, antiflngicas, tbnicas e estimulantes. Do ponto de vista
fitoquimico, o alecrim produz flavonoéides, flavonas metoxiladas e acidos fenolicos, sobretudo
derivados caféicos, tais como o acido caféico, o acido clorogénico e o acido rosmarinico. O alecrim
caracteriza-se, ainda, pela presenga de diterpenos triciclicos e triterpenos (NASCIMENTO et al.,
2001).

Atualmente, os principais produtores de alecrim sio a Europa e o norte da Africa. No Brasil,
o cultivo encontra obstaculos, principalmente relacionados as condicdes climaticas. E uma espécie
de dificil reproducdo por sementes e intolerante a invernos Umidos, caracteristicos da regido Sul do
Brasil (COSTA & DROSTE, 2010). Portanto, ambas as espécies utilizadas neste trabalho tem
potencial de se tornarem fonte de renda para pequenos agricultores uma vez que se estabeleca

estratégias de propagacao para garantir facil acesso a esses materiais.

1.1. Objetivo
1.1.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo identificar estratégias de micropropagacao das espécies
Calibrachoa sellowiana e Rosmarinus officinalis que resultem em uma base para conservacao e

propagacao massal dessas espécies.

1.1.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar o processo de desinfestacdo na introducgéo in vitro de segmentos nodais e apicais de
Calibrachoa sellowiana e Rosmarinus officinalis.

b) Avaliar estratégias de organogénese para a micropropagacdo de Calibrachoa sellowiana e
Rosmarinus officinalis;

c) Avaliar os efeitos das concentracbes e combinacdes de BAP E ANA no estabelecimento de
protocolos para a micropropagacdo em escala de Calibrachoa sellowiana e Rosmarinus

officinalis.



2. CAPITULO 1 - MICROPROPAGACAO DO ALECRIM (Rosmarinus officinalis):
ESPECIE DE INTERESSE MEDICINAL

2.1. Introdugéo

A familia Lamiaceae apresenta um nimero importante de espécies com valor econémico e
sendo utilizado na medicina popular e como condimentos. Nesta familia h4 espécies cujo habito
varia do herbaceo ao arboreo; os caules sdo frequentemente quadrangulares em secdes transversais
(JUDD et al, 2009). De acordo com a descricdo de Simpson (2006), suas folhas sdo simples,
opostas e verticiladas. Possuem inflorescéncias e suas flores sdo bissexuais, a maioria zigomorfica,
bracteada ou bracteolada. O fruto € esquizocarpo de, usualmente, noz, uma drupa ou baga.

Esta familia apresenta distribuicdo cosmopolita (KRUPPA & RUSSOMANNO, 2008). A
familia compreende 251 géneros com cerca de 6700 espécies distribuidas em todo o mundo, sendo
0 maior centro de dispersdo a regido do Mediterraneo (SIMPSON, 2006). Ja no Brasil, a sua
distribuicéo ocorre em cerca de 350 espécies inseridas em 26 géneros (SOUZA & LORENZI, 2005)
sendo que muitas destas espécies sdo plantas medicinais e produtoras de 6leos essenciais, utilizadas
também como condimentos ou como flores ornamentais (BARROSO, 2002).

Dentre os géneros introduzidos, vérios podem ser cultivados para a utilizagdo como
condimentos, como Ocimum (alfavacas), Mentha (hortel&s, mentas) ou na medicina popular, como
Origanum (orégano, magerona), Melissa (erva-cidreira) e Rosmarinus (alecrim). Ha também uma
ampla variedade de géneros que produzem 6leo essencial de grande aplicacdo, como o Pogostemum
(patchuli), e a Lavandula (alfazema). Em virtude disso a familia possui uma significativa
importancia econémica.

A principal forma de propagacao da maioria das plantas medicinais é a assexuada, por meio
de estaquias, porém este tipo de propagacao nos remete a varios inconvenientes como o curto tempo
de armazenamento dos materiais de propagacao e o grande volume de material a ser manuseado. No
caso do alecrim, o principal método de propagacdo também é o assexuado devido a dorméncia
apresentada por suas sementes (COSTA & DROSTE, 2010).

Dentre as espécies mencionadas anteriormente destaca-se o alecrim (Rosmarinus officinalis)
devido sua vasta utilidade na medicina popular, culinaria e indUstria cosmética. Castro et al (2001)
define uma planta medicinal como qualquer vegetal que produza substancias biologicamente ativas,
em quantidade consideravel, que podem ser utilizadas direta ou indiretamente como medicamentos.

O R. officinalis ¢ originario da Regido Mediterranea, popularmente conhecida como alecrim,
rosmarino, erva da graca, erva coroada, alecrinzeiro ou libanotis. Possui porte subarbustivo lenhoso,

ereto, pouco ramificado, de até 1,5 m de altura. Suas folhas sdo lineares, coriaceas e muito
3



aromaticas, medindo 1,5 a 4 cm de comprimento por 1 a 3 mm de espessura. Suas flores sdo
azuladas, pequenas e de aroma forte e muito agradavel (LORENZI & MATQOS, 2002).

E a planta aromética mais difundida no Mediterraneo, pois além de existir em estado
silvestre, é cultivado para diversos fins desde tempos remotos, como na Grécia antiga, onde era
considerado um fortificante para o cérebro e a memoria (GIACOMETTI, 1989).

Diversas farmacopéias citam o uso de alecrim e ele é amplamente utilizado na medicina
popular e na fitoterapia como estimulante, aromatico, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral
(SILVA et al, 2011), vasodilatador, diurético, antiespasmodicas (COSTA & DROSTE, 2010)
hipotensor, analgésico, colerético/colagogo, sudorifico, possui propriedades anti-caspa, entre outros
usos (LAINETTI & BRITO, 1979). Silva et al (2008) testou o efeito antimicrobiano do extrato
hidroalcodlico de alecrim sobre cepas de Streptococcus mitis IATCC9811, Streptococcus sanguinis
ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e
Lactobacillus casei ATCC 7469. Os resultados demonstraram a eficicia da atividade
antimicrobiana do extrato do alecrim sobre as linhagens ensaiadas.

As atividades antioxidantes podem ser atribuidas a presenca de rosmanol, diterpenos,
rosmaridifenol e rosmariquinona. J& as propriedades antimicrobianas podem estar relacionadas com
a presenca de borneol, pinenos, cineol e canfora (PORTE & GODOQY, 2001). Desta forma,.pelo
potencial farmacol6égico e econdmico do alecrim torna a cultura de tecidos uma estratégia
importante para a propagacao in vitro favorecendo, portanto, o desenvolvimento de plantas mais
adaptadas a condic¢des brasileiras.

A técnica de cultura de tecidos vegetais consiste no isolamento de explantes, que sdo
pequenos fragmentos de tecido vegetal vivo, na desinfestacdo e subseqliente cultivo asséptico por
periodos indefinidos em um meio de cultura apropriado, objetivando-se obter uma nova planta
idéntica a original, mantendo-se o gendtipo idéntico da planta matriz (TORRES et al, 2000).

Existem inimeros fatores que afetam a técnica de cultura de tecidos vegetais, dentre eles
estdo o gendtipo da planta mae, a fonte de explantes e a condicéo fisica adicionada ao meio em que
a cultura foi estabelecida (CALDAS et al, 1998). Variedades de uma mesma espécie podem
responder de maneira distinta ao cultivo (MANTELL et al, 1994). Na escolha do explante, devem-
se utilizar tecidos jovens e em crescimento, pois os tecidos em senescéncia ja perderam grande parte
de seus nutrientes. Os meios de cultura, por sua vez, deve conter 0s sais minerais, nitrogénio, uma
fonte de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento. Diversas formulacfes de meios basicos

tém sido utilizadas no cultivo in vitro. Ndo ha uma formulacdo padrdo, mas o meio MS



(MURASHIGE & SKOOG, 1962), com suas modificacOes e dilui¢Oes, tem sido utilizado com
sucesso para diversas espéecies (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A partir da utilizacdo dos meios de cultura se tornou possivel a identificacdo das rotas
morfogenéticas, como a organogénese direta — onde 0 uso de gemas ou primoérdios de gemas pré-
existentes induz a proliferacdo. Ou, também, pela organogénese indireta — Onde novas gemas e
eixos caulinares podem ser induzidos e formados a partir de tecidos ndo organizados (calos)
originados de explantes de diferentes origens (GUERRA & NODARI, 2006).

A organogénese relaciona-se com a obtencdo de eixos caulinares monopolares originados de
gemas pré-existentes ou neo-formadas. Estes eixos caulinares sdo induzidos ao enraizamento in
vitro ou ex vitro resultando em plantulas completas que podem ser entdo aclimatizadas (GUERRA
& NODARIA, 2006). Na organogénese direta a partir de um explante priméario ha a formacéo de
um eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou axilares. Na organogénese indireta ocorre a
desdiferenciacdo do explante, resultando na formagéo de calos, que podem ser definidos como a
proliferacdo de células ndo diferenciadas massas, originado meristemoides (THORPE, 1980). Para
finalidades de micropropagacdo clonal a formacdo de calos é indesejavel uma vez que a
constituicdo cromossdmica deste material €, em geral, instavel, podendo originar variantes
genéticos, por meio de um processo chamado variagdo somaclonal (GUERRA & NODARIA,
2006). Neste caso, o0 periodo de crescimento desorganizado deve ser o menor possivel, ou
preferencialmente eliminado (STREET, 1977; MURASHIGE,1977).

Para ocorrer o desenvolvimento ou a entrada de atividade de um determinado possesso é
necessario a sinalizacdo especifica por reguladores de crescimento em sitios regulador por kinases.
O controle quimico da diferenciacdo da parte aérea foi primeiramente observado em cultura de calo
de tabaco. Foi observada inibicdo na formacdo de gemas por auxinas, e reversao deste efeito
estimulando brotacdes utilizando-se adenina bem como o fosfato inorganico. Esta foi a constatacao
de que o processo de organogénese in vitro é controlado por substancias hormonais sendo que o
desenvolvimento de parte aerea, raiz ou calo é determinado pelo balanco entre auxinas e citocininas.
O balango de auxinas/citocininas em alto/baixo favorecem o enraizamento e o balanco inverso
promove a formacdo de parte aérea. Concentra¢fes iguais promovem a producdo de calos
(GUERRA & NODARIA, 2006).

Desta forma, o estudo desenvolvido neste trabalho teve por objetivo identificar os processos
para a micropropagacdo de Rosmarinus officinalis e avaliar os efeitos das concentracdes e

combinagOes de BAP E ANA no estabelecimento de protocolos para a micropropagacéo em escala.



2.2. Material E Métodos

2.2.1. Material Vegetal

Plantas matrizes de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) cultivadas em vasos (Fig. 1A). E
mantidas no ambiente do Laboratério de Biotecnologia e Genética do Campus da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) em Curitibanos, regido do Planalto Catarinense, foram a fonte de
explantes para a introdugéo in vitro. Os experimentos foram conduzidos em ambiente de camara
BOD com temperatura de 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 14 h de luz, no Laboratério de
Biotecnologia e Genética do Campus Curitibanos, da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), no periodo de novembro de 2013 a junho de 2014.

O meio de cultura basico utilizado no cultivo in vitro foi composto pela formulagéo salina
MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionados de vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951), 30
g L™ de sacarose e com 7,5 g L™ de Agar-agar, aqui denominado de MSB. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,3 atm., por 15 minutos. O processo de inoculagdo das
culturas foi realizado em uma camera de fluxo laminar. E as culturas foram mantidas em ambiente

de cdmara BOD com temperatura de 25 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 14 horas.

2.2.2. Inducdo e estabelecimento in vitro

Segmentos nodais e apices caulinares excisados com 1,0 a 1,5 cm de comprimento,
contendo duas ou trés gemas foram a fonte de explantes utilizados para a introducdo in vitro. Apés
a excisdo os explantes foram lavados em agua corrente e com duas gotas do surfactante Tween-20
0,1% (v/v) por cinco minutos. Em camara de fluxo laminar foram submetidos a um processo de
desinfestacdo, sob agitacdo, através da imersdo em &lcool etilico 70% (v/v) por um minuto, com
agua sanitaria a 40% (v/v) contendo 1% de cloro ativo por 20 minutos e em seguida trés enxagies
em agua autoclavada. Para a inducdo de brotos, os segmentos nodais foram inoculados em tubos de
ensaio (18 x 100 cm), contendo 5 ml de meio de cultura com diferentes combinacdes de

fitorreguladores.

O desenho experimental foi completamente casualizado com 11 tratamentos, com a
suplementacdo ao meio de cultura basico MSB com diferentes concentragdes e combinacdes de
fitorreguladores: 1) MSB isento de fitorreguladores; 2) &cido naftalenoacético - ANA (1 puM); 3)
ANA (2 uM); 4) a combinados de ANA (1 uM) com Benzilaminopurina - BAP (1 uM); 5) ANA (1
uM) com BAP (4 uM); 6) ANA (2 uM) com BAP (1 uM); 7) ANA (2 uM) com BAP (2 uM); 8)
ANA (2 pM) com BAP (4 uM); 9) BAP (1 puM); 10) BAP (2 pM) e; 11) BAP (4 uM). Cada
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unidade experimental foi constituida de cinco tubos de ensaio contendo um explantes, de 0,8 a 1,0
cm contendo duas gemas por explantes e repetidos trés vezes. Ap6s duas, trés e quatro semanas de
cultivo foram coletados dados de altura de brotos (cm), nimero de brotos e nimeros de nés por

explantes. Dados relevantes durantes o cultivo foram registrados por fotomicrografia.

2.2.3. Regeneracdo e Multiplicacao de Brotos

Brotagdes e calos induzidas e estabelecidas in vitro, foram repicadas para promover a
proliferacdo e a regeneracgdo de brotacBes multiplas, em trés diferentes meios de cultura: 1) ANA (2
uM) + BAP (4 uM); 2) MS + ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM) e; 3) MS isento de fitorreguladores..

Dados relevantes durantes o cultivo foram registrados por fotomicrografia.

2.2.4. Analise Estatistica

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA)
e ao teste Student-Newman-Keuls (SNK-5%) de separacdo de médias, quando necessario os dados
originais foram transformados em (x+0,5)*° ou log (x+1), segundo as recomendacdes de Compton
(1994).

2.3. Resultados e Discussao

Segmento nodal e apices caulinares foram estabelecidos em condicbes assépticas apos 2
semanas de cultivo (Fig. 1B). Observou-se também que mais de 43,6% dos explantes apresentaram
algum tipo de contaminacdo e 30 % destes revelaram a presenca de oxidacdo (Fig. 2). Dalmas et al
(2006) com a mesma espécie observou uma média 42% de contaminacdo em explantes inoculados,
principalmente por fungos filamentosos.

Além disto, em trés semanas de cultivo ja se observou o inicio da inducdo de calo e brotos,
principalmente quando os explantes foram cultivados em meio de cultura MS suplementado com 2
UM de BAP (Fig. 1C) e que, em 5 semanas de cultivo observou-se a formacédo de calo e brotos em
56,39% (Fig. 1D, Fig. 2) dos explantes inoculados. Em cultura de tecido de Manihot esculenta,
Lima et al.(2002) detectou que somente a partir de 14 dias e em todos os periodos de coletas
subsequentes, ouve a ocorréncia de inducdo de calos. A suplementa¢do do meio de cultura com
BAP induziu a formacéo de calos (LIMA et al. 2002).



Figura 1. Cultivo in vitro de Rosmarinus officinalis. A) Planta matriz cultivada em vaso em casa de
vegetacdo; B) Segmento nodal estabelecido em condicfes assépticas, apds 2 semanas de cultivo; C)
Inicio da indugéo de calo em meio de cultura MS suplementado com BAP (2 uM), apds 3 semanas
de cultivo; D) Inducéo de calo quando cultivado em meio de cultura MS suplementado com BAP (2
uM), apés 5 semanas de cultivo; E) Desenvolvimento de brotos em meio de cultura MS
suplementado com ANA (2 uM) + BAP (4 uM); F) Alongamento de brotos em meio de cultura MS
+ ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM), apds 11 semanas; G-H) Brotos e calos com necrose, ap6s 11
semanas de cultivo em: G) MS + ANA (0,1 uM) + BAP (1 pM) e; H) MS isento de
fitorreguladores. Barra: A =8,0 cm; B-H =1,0 cm.



No presente trabalho foi possivel observar diferencas significativas entre as médias
relacionadas ao numero de brotos por explantes (Fig. 3) e revelou um forte efeito positivo quando
foi combinado fitorreguladores ANA e BAP. As maiores taxas de multiplicacdo de brotos e
significativas (P<0.05) foram observadas quando se utilizou como meio de cultura a formulacéo
salina MS, suplementada com 1 uM de ANA mais 4 uM de BAP ou 2uM de ANA mais 2uM de
BAP ou 2uM de ANA mais 4uM de BAP ou 1uM de ANA mais 1 uM de BAP, 2 uM de BAP ou
2uM de ANA mais 1uM de BAP (Fig. 3).. Em bromélias Aechmea fasciata, Dal Vesco et al (2001)
obteviveram elevadas taxas de multiplicacdo de brotos quando utilizaram o meio de cultura com a
formulagdo salina MS, suplementada com 2uM de ANA mais 4uM de BAP e 1puM de ANA mais 2
uM de BAP.

60,00 56,39

50,00

43,61

40,00 -

30,00

X 30,00

20,00 -

10,00 -

0,00 -
Contaminagéo Oxidacao Indugdo de calos
ou brutos

Figura 2. Porcentagem média de contaminacao por fungos e bacterias, de oxidacédo e de inducéo de
calos ou brotos, em resposta a introducdo in vitro de Rosmarinus officinalis, apds 2 semanas de
cultivo em meio de cultura basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com
diferentes doses e tipos de fitorreguladores.



Ny

1,00 2

&/f’)“
o ’\Q‘QQ

0,80 ’b (o o
‘0

0,60

0,40

0,20 ]

0,00

A2 A2B1 B2 A1B1A2B4A2B2A1B4
Conblnagao de tratamento uM

Médias de N° de Brotos

Figura 3. Nimero médio de brotos de Rosmarinus officinalis em resposta ao meio de cultura bésico
MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado ou ndao com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1 uM)

combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM),apds quatro semanas de cultivo. Médias seguidas de letras
diferentes, mindsculas dentro de cada tratamento de cultivo, indicam valores que diferem para o teste SNK (5%).
CV(%) = 13,66 Para dados transformados em (x + 0,5)°°.

Além disto, observou também no presente trabalho que, uma das estratégia de propagacao
do Alecrim ocorre pelo desenvolvimento da cultura de calo e seguido da regeneracdo de brotos. Os
tratamentos onde havia a combinacdo de ANA (2 pM) + BAP (4 pM) ocorreu o melhor
desenvolvimento de brotos (Fig. 1E). No entanto, para obter o alongamento de brotos foram
necessarios subcultivos em meio de cultura MSB, suplementado com ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM)
(Fig. 1F). A formacéo de calos e inicio de brotacdo, apresentando necrose do tecido em meio de
cultura MSB + BAP 2 uM .

A suplementacdo de ANA ao meio de cultura, ndo mostrou ser tdo eficiente quanto ao uso
de citocinina BAP utilizada para a inducdo de calos na Manihot esculenta No entanto, em
associacdo com o BAP, apresentou efeito positivo (LIMA et al. 2002). Em Ginkgo biloba observou-
se que a combinacgdo citocinina (BAP) e auxina (ANA) foi efetiva na formacéo de calos (SEXTO et
al, 2014). Jardim et al. (2010) também ressalta que a combinagdo de BAP com ANA estimulou

maior numero de brotos.
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Figura 4. Numero médio de brotos de Rosmarinus officinalis em resposta ao meio de cultura
basico MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado ou ndo com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1

M) combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM), apds quatro semanas de cultivo. Médias seguidas de letras
diferentes, mindsculas dentro de cada tratamento de cultivo, indicam valores que diferem para o teste SNK (5%).
CV(%) = 13,66 Para dados transformados em (x + 0,5)*°

Para o parametro numeros de nos por explantes, ndo houve diferenca signifivativa entre
médias dos tratamentos (Figura 4). Também para a média de altura (cm) dos brostos ndo apresentou
diferenga significativas para o estudo realizado,(Fig. 5). Em trabalhos de cultivo in vitro de Ananas
comosus , a altura da parte aérea se torna uma varidvel importante, pois estd diretamente
relacionada com o numero de n6s que serdo recuperados em novas brotacdes (MOREIRA, et al.,
2003). A suplementacdo do meio de cultura com ANA e BAP ou BAP sozinho ndo promoveu
diferencas estatisticas significativas para o alongamento in vitro Aechmea Ramosa e Billbergia
euphemiae (FARIA et al. 2012). As medias das Altura ndo foram significativas, ndo tendo
diferengas entre si. Moura et al. (2012) também contataram em Plathymenia reticulata as
combinacGes de BAP e ANA utilizadas ndo foram eficientes no alongamento de gemas axilares.
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Figura 5. Numero médio de brotos de Rosmarinus officinalis em resposta ao meio de cultura basico
MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado ou ndo com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1 uM)

combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM), ap0ds quatro semanas de cultivo. Médias seguidas de letras
diferentes, minusculas dentro de cada stratamento de cultivo, indicam valores que diferem para o teste SNK (5%).
CV/(%) = 5.97 Para dados transformados em (x + 0,5)°°

2.4. Concluséo

No processo de introducdo in vitro de Rosmarinus officinalis observou-se alta incidéncia de
oxidacdo e contaminacdo dos explantes e estes eventos também foram observados durante 0s
subcultivos. A permanéncia de contaminacdo durante os cultivos tem evidenciado a presenca de
bactérias enddgenas.

Para as culturas isentas de contaminacfes e oxidacao foi identificada a ocorréncia de dois
tipos de regeneracdo de brotos. Uma pela via de organogénese direta, pela ocorréncia de
regeneracdo de brotos diretamente dos explantes e outra pela via indireta, com a inducdo de calo
seguida da regeneracéo de brotos.

Estes resultados implicam que é necessario estabelecer cultivos livres de contaminagéo,
provavelmente, com o uso de antibi6ticos no meio de cultivo e, também, o uso de antioxidantes
durantes os subcultivos fazem-se necessario para reduzir os indices de oxidacdo e necrose das
culturas.

Portanto, foi evidente no presente trabalho que a estratégia de multiplicacdo in vitro do
Alecrim foi pela rota morfogenética da organogénese. No entanto, as ocorréncias de contaminagao e
oxidagdo ao longo dos subcultivos revelaram os principais entraves para a micropropagacao clonal

em escala desta espécie.
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3. CAPITULO 2 - MICROPROPAGACAO DE Calibrachoa sellowiana (SENDTN.)
WIJSMAN: ESPECIE NATIVA DOS CAMPOS SULINOS

3.1. Introducéo

A familia Solanaceae esta presente na Floresta Ombrofila Mista, e destacando-se como uma
das maiores entre as angiospermas eudicotileddneas, reunindo cerca de 150 géneros e 3000
espécies, com distribuicdo cosmopolita, que esta amplamente dispersas na regido neotropical
(FELICIANO, 2008 apud SOUZA & LORENZI, 2005).

Os representantes na familia Solanaceae sdo arboreos, arbustivos, herbaceos, escandentes e
epifiticos. Alguns géneros sdo de ocorréncias campestres, como Petunia e Calibrachoa, tais
espécies em muitas situacGes estdo presentes em campos com afloramento de rochas e solos com
pedregosidade (STEHMANN, 1999).

No contesto produtivo as espécies que mais se destacam sdo: a batata (Solanum tuberosum),
o0 tomate (S. lycopersicum ), o tabaco (Nicotiana tabacum ) e muitas possuem utilizacdo ornamental
como os géneros Petunia e Brunfelsia (GIACOMINI, 2010). Segundo Vendrusculo (2009) a
ocorréncia de muitas espécies da familia é em areas antropizadas, que se diferenciam em espécies
pioneiras ou colonizadoras de areas abertas (clareiras e bordas de floresta) ou ate mesmo em
paisagens degradas.

A dipersdo zoocorica é a principal forma através da quiropterocdria e ornitocoria. Barth et.
al. (2008) difine a familia como euripolinica, onde a morfologia polinica auxilia na delimitacdo de
géneros e espécies. A sindrome de polinizacdo predominante na familia € a melitofilia, mas algumas
espécies podem ser polinizadas por beija-flores e mariposas (VENDRUSCULO, 2009).

As espécies de Calibrachoa sdo arbustivas, subarbustivas ou herbéceas e, em geral, possuem
menos de 70cm de altura. As espécies arbustivas e subarbustivas apresentam caule com base
espessada e lignificada (STEHMANN, 1999). Calibrachoa La Llave & Lex. pertence a tribo
Nicotianeae, subfamilia Cestroideae, e a maioria das suas 24 espécies ocorre na regido subtropical
da América do Sul (STEHMANN, 1999).

Mader (2008) relata que o género ocorre exclusivamente no sudeste da América do Sul, de
Minas Gerais até o Uruguai, com abundancia maxima nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina.

O género Calibrachoa ocorre em regides da América do Sul, compreendendo o estado de
Minas Gerais até o Uruguai, com maior abundancia nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
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Sul (MADER, 2008; STEHMANN, 1999). Ocorre na regido dos campos de Palmas e Curitibanos.
Habita os afloramentos rochosos na regido com dominio dos campos naturais do planalto, mas
também podem ser encontradas em afloramentos rochosos em meio ao dominio florestal ou beira de
estradas (STEHMANN, 1999).

Sugere-se que 0 género teria surgido a partir da radiagdo adaptativa dos Andes, conduzindo
assim as espécies do género evoluiram divergentemente, colonizando areas de clima subtropical
como a regido dos pampas e o planalto catarinense (MADER, 2008). As espécies do género
Calibrachoa sdo arbustivas, subarbustivas ou herbaceas e, em geral, possuem menos de 70cm de
altura. A maioria tem seu caule lenhoso, 0 que sugere que sejam perenes. Seu sistema radicular é
composto de uma raiz axial espessada e algumas raizes desenvolvidas. Possui habito decumbente, e
estdo presentes nos campos arenosos ou pedregosos e afloramentos e paredBes rochosos
(STEHMANN, 1999). O ciclo de vida é desconhecido e sua sobrevivéncia nos campos depende da
rigorosidade do clima (estacdo fria). O indumento das espécies de Calibrachoa é pubérulo,
tomentoso, piloso ou subviloso e constituido de tricomas simples e unisseriados. As espécies de
Calibrachoa sdo hermafroditas, possuem flores homomaorficas e o estigma abre-se entre as anteras,
de forma que a autopolinizacdo deve ser um fenémeno comum (STEHMANN, 1999)

A espécie Calibrachoa sellowiana pertence a familia das Solanaceae género Petunia.
Segundo Smith (1966) possui nome vulgar de Petunia, mas também é conhecida como Petunia
sellowiana, Fabiana sellowiana, Petunia alpicola (SMITH, 1966).

Caracterizada como erva ou arbusto, prostrado, vestido de pelos curtos, rigidos,
glanduliferos (SMITH, 1966). Subarbusto decumbente, raramente subereto, podendo atingir até
25(35)cm de altura (STEHMANN, 1999; SOARES, 2011).

Espécie heliofita e indiferente, quanto as condi¢bes fisicas dos solos, é encontrada as mais
variadas zonagOes, desde as Umidas até as secas. Trata-se muito frequente, sobretudo nos campos,
beira dos rios, sobre rochas e orla das matas, podendo ser solo raso ou bem drenado com acumulo
expressivo de agua ou apenas umidade (SOARES, 2011; GOMES, 2009).

Sua distribuicdo geogréafica e habitat estdo estabelecidos numa area de dispersdo na regiao
de Curitibanos, Agua Doce, Campos Novos, Lages, Sd0 Joaquim, Bom Retiro (SMITH, 1966;
STEHMANN, 1999). Caracteristica e exclusiva do planalto catarinense; trata-se, sem duvida, de
uma das espécies mais importantes do género em Santa Catarina (SMITH, 1966; SOARES, 2011).

Suas folhas séo tidas como sésseis, lamina oblanceolada, eliptica, apice optuso, as vezes
agudo, base atenuada, simétrica ou levemente assimétrica, plana ou canaliculada, nervura primaria

evidente, impressa na face adaxial, saliente na abaxial, calosidade basal ausente (SMITH, 1966;

17



STEHMANN, 1999). Caule com base lenhosa, ramosa, glabrascente ou pubérula, com coloragao
marrom ou acinzentada, sulcada, ramos apivais viscido-pubérulos. (STEHMANN, 1999)

Além das gramineas, especialmente no inicio do verdo, também se destaca na fisionomia o
colorido de flores e inflorescéncias de diferentes familias, como espécies de Senecio, formando
"margaridas” brancas, rosas ou amarelas, Calibrachoa sellowiana e diferentes espécies de
Melastomataceae, com flores rosas ou viol&ceas, entre outras. Suas flores possuem coloragdo
magentas, purpureas, violaceas, brancas ou rosadas, geralmente com tubo amarelo no interior
(SOARES, 2011; STHEMANN, 1999).

Sua estratégia floral é através da reflexdo da luz solar através da coloracdo de suas flores,
com intuito de atrair visitantes florais (STEHMANN, 1999). E uma espécie melitofila visitada por
abelhas das familias Andrenidae, Anthophoridae, Colletidae e Halictidae (STEHMANN, 1999). Ha
regibes onde mais de uma espécie de abelha é encontrada visitando e utilizando os recursos de
flores de uma ou mais espécies de Calibrachoa (STEHMANN, 1999). O néctar é produzido em
pequena quantidade e esta disponivel nas paredes dos ductos interestaminais (SMITH, 1966). Seu
florescimento é de setembro a abril e sua frutificacdo de outubro a abril (STEHMANN, 1999).

O potencial de uso como ornamental no paisagismo € de fundamental importancia conhecer
a época e a duracdo da floracdo, a caracteristica mais apreciada pelos consumidores, assim como a
época de dispersdo de sementes, necessaria para uma futura producdo comercial da espécie
(MARTINI et. al., 2010). O cultivo de Petunia sp., para utilizacdo como ornamental, foi registrada
em 1830, através de sucessivos cruzamentos interespecificos (MADER, 2008). Todas as espécies
do género Calibachoa sp. Tém flores ornamentais, podendo ser exploradas para este fim (SOARES,
2011). Seu potencial ornamental pode ser explorado visando conservar o material, configurado de
acordo com Stehmann (1999) que espécimes com distribuicdo geografica mais setentrional (em
latitudes menores) possuem valores maiores para o ambiente que se encontram.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi de identificar os processos para a
micropropagacdo e avaliar os efeitos das concentracdes e combinagfes de BAP E ANA no
estabelecimento de protocolos para a micropropagacdo em escala de Calibrachoa sellowiana.

3.2. Material E Métodos

3.2.1. Material Vegetal e ambiente de cultivo
Plantas matrizes de Calibrachoa sellowiana previamente coletadas de exemplares existentes
na area do Campus da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Curitibanos, regido do

Panalto Catarinense, foram transportadas e cultivadas em vasos e mantidas em casa de vegetacdo
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sob condi¢Oes de temperatura e umidade controladas, foram fonte de explantes para a introdugéo in
vitro. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia e Genética do Campus
Curitibanos, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no periodo de novembro de 2013 a
junho de 2014. O meio de cultura basico utilizado no cultivo in vitro foi composto pela formulacédo
salina MSB (Murashige & Skoog, 1962), adicionados de vitaminas de Morel (MOREL &
WETMORE, 1951), 30 g L™ de sacarose e com 7,5 g L™ de Agar-agar, aqui denominado de MSB.
O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,3 atm., por 15 minutos. O processo
de inoculacdo das culturas foi realizado em uma camera de fluxo laminar. E as culturas foram
mantidas em ambiente de cdmara BOD com temperatura de 25 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 14
horas.

3.2.2. Indugéo e estabelecimento in vitro

Segmentos nodais e apices caulinares excisados com 1,0 a 1,5 cm de comprimento,
contendo duas gemas foram a fonte de explantes utilizados para a introducdo in vitro. Apés a
excisdo os explantes foram lavados em agua corrente e com duas gotas do surfactante Tween-20
0,1% (v/v) por cinco minutos. Em camara de fluxo laminar foram submetidos a um processo de
desinfestacéo, sob agitagdo, através da imersdo em &lcool etilico 70% (v/v) por um minuto, com
agua sanitaria a 40% (v/v) contendo 1% de cloro ativo por 15 minuto e em seguida trés enxagues
em agua autoclavada. Para a inducdo de brotos, os segmentos nodais foram inoculados em tubos de

ensaio (18 x 150 cm), contendo 10 ml de meio de cultura com combinagdes de fitorreguladores.

O desenho experimental foi um bifatorial 2x3 com seis tratamentos, com a suplementacédo
ao meio de cultura basico MSB com diferentes combinacdes de fitorreguladores: Duas
concentracdes de acido naftalenoacético - ANA (0 e 0,1 uM) combinados com trés concentracdes
de Benzilaminopurina - BAP (0; 0,5 e 1,0 uM). Cada unidade experimental foi constituida de cinco
tubos de ensaio contendo dois explantes com duas gemas por explentes e repetidos trés vezes. Apds
duas, trés e quatro semanas de cultivo foram coletados dados de altura de brotos (cm), nimero de

brotos e nimeros de nos por explantes.

3.2.3. Regeneragdo e Multiplica¢do de Brotos

BrotacGes e culturas nodulares induzidas e estabelecidas in vitro, foram repicadas para
promover a proliferacdo e a regeneracdo de brotagdes multiplas, em dois diferentes meios de cultura
basico MSB suplementado com a combinacdes dos fitorreguladores: 1) ANA (0,1 uM) e BAP (0,5
uM) e; 2) ANA (0,1 pM) e BAP (1,0 uM). Dados relevantes foram registrados com

fotomicrografias com camara Nikon®.
19



3.2.4. Alongamento dos brotos

Brotos originadas do meio de cultura de regeneracdo foram repicados para frascos tipo

conserva de 340 ml contendo o meio de cultura MSB geleificado e isento de fitorreguladores. ...

3.2.5. Enraizamento ex vitro e aclimatizacdo

BrotacGes com 3-5 cm de altura, contendo 4-5 segmentos nodais, originadas do meio de
cultura bésico MS e isento de fitorreguladores, foram preparadas para o processo de aclimatizagdo
pela segmentacéo e retiradas das folhas para evitar a desidratacdo. As micro estacas foram imersa
em solucdo de Acido Indolilbutirico — AIB a 50 ppm, por 15 minutos, para a inducdo de
enraizamento. Em seguida foram transplantadas em bandeja de isopor com 128 células, com
volume de 125 cm® por célula, contendo substrato comercial MecPlant®, previamente umedecido.
Para evitar a desidratacdo das micro estacas, durante o transplantes, foram efetuados regas com

pulverizador manual.

Para o controle constantes da umidade relativa e do substrato foi montado um pequenos
tinel com filme pléstico agricola transparente sobre a bandeja. Esta bandeja com as micro estacas
foi disposta sobre bancada em cada de vegetacdo em condi¢Ges de temperatura e umidade
controlada. Apos trés semanas em ambiente de aclimatizacdo as mudas foram repicadas para vasos
n® 3, com volume de 3.000 cm®, contendo substrato comercial MecPlant® e mantidas sob regas

constantes.

3.2.5. Andlise Estatistica

Os dados coletados de cada pardmetro foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA)
e ao teste Student-Newman-Keuls (SNK-5%) de separacdo de médias, quando necessario os dados
originais foram transformados em (x+0,5)*° ou log (x+1), segundo as recomendacdes de Compton
(1994).

3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Indugdo e estabelecimento in vitro

A excisdo de brotacOes jovens de plantas matrizes de Calibrachoa sellowiana mantidas em
ambiente de casa de vegetacdo (Fig. 01A), permitiu com sucesso a desinfestacdo dos explantes e

estabelecimento in vitro da espécie (Fig. 01B-H). A inducdo a proliferacdo de brotos in vitro
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ocorreu em duas semanas apés o isolamento das gemas em MSB suplementado ou ndo com
fitorreguladores (Dados ndo mostrados).

No presente trabalho, o uso do meio de cultura MSB suplementado com a combinacédo de
ANA (0,1 uM) com BAP (1,0 uM) e também em ANA (0,1 uM) com BAP (0,5 uM) promoveu a
maior e significativa (p>0,01) proliferagéo de brotos (20,9 brotos /explantes) em quatro semanas de
cultivo (Figura 02 e Figura 1C e E). Este padrao de proliferagéo foi observado neste meio de cultura
a partir de trés semanas de cultivo (Figura 2). Alta taxa de proliferacdo de brotos de Lavandula
viridis também foi obtida com o cultivo em meio MSB suplementado com BAP (0,67 uM), apds
quatro semanas em cultivo. Dal Vesco et al. (2007) também observaram um maior nimero medio
de brotos em Lavandula, quando foi suplementado ao meio basico MS com BAP (1,0 uM). Em
experimentos com Ananas comosus 0 uso concentracdes elevadas de BAP e ANA no meio de
cultura efetivou uma maior producdo de brotos (MACEDO et al. 2003). Porém, Macedo et al.
(2003) tambem conclui que os tratamentos de concentracdes menores de BAP e ANA, sdo os
mais indicados para serem utilizados ao meio de cultura, pois proporcionam a maior facilidade de
separacao dos brotos para etapas seguintes de propagacao.

O meio MS contendo BAP combinado com qualquer uma das concentracdes de ANA foi
melhor para o nimero médio de brotos, diferindo estatisticamente entre si (Figura 4). No trabalho
de micropropagacédo realizado por Souza et al. (2003) com Lychnophora pinaster, as melhores
respostas para 0 numero de gemas foram obtidas com adicdo de BAP ao meio, atestando a
eficiéncia deste fitorregulador para a formacdo de gemas. Assim como Pasqual et al. (1991), que
encontraram uma maior inducgédo da multiplicacdo de brotos de amoreira preta com a adi¢do de uma

auxina sintética (acido indolilbutirico).
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Figura 01. Estratégia de cultivo in vitro de Calibrachoa sellowiana (Sendtn.) Wijsman. A) Planta
matriz cultivada em vaso em casa de vegetacdo; B) Inicio da inducdo de brotos a partir de Culturas
Nodulares (CNs), ap6s 5 semanas de cultivo; C) Regeneracdo de brotos e CNs em ciclo repetitivo
em meio de cultura MS suplementado com BAP (2 uM) apds 7 semanas de cultivo; D) Indugdo de
broto a partir de calo em meio de cultura MS suplementado com ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM),
apos 9 semanas de cultivo; E-F) Desenvolvimento de brotos em meio de cultura MS + ANA (0,1
uM) + BAP (1 puM) quando os brotos foram induzidos em: E) MS isento de fitorreguladores e; F)
MS + ANA (0,1 uM); G) Brotos alongados em meio de cultura MS isento de fitorreguladores; H)
Brotos enraizados quando cultivados em frascos; 1-J) Mudas aclimatizadas: 1) ap6s 3 semanas e; J)
apos 6 semanas. Barra: A; J=5,0 cm; B-1=1,0 cm.
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O aumento do nivel de BAP também induziu um maior nimero de brotos hiperhidricos de
lavanda, enquanto que, a auséncia de BAP no meio de cultura resultou em maior alongamento de
brotos (DAL VESCO et al, 2007). Este procedimento pode ser indicado para o cultivo de brotos que
serdo destinados para a aclimatizacéo.

Pereira e Fortes (2004) ressaltam que o uso de ANA, juntamente com o0s demais
constituintes do meio, apresenta importante papel na diferenciacdo por promover o crescimento do
tecido meristematico de Solanum tuberosum,. Embora, para estes autores, a consisténcia do meio de
isolamento tenha influenciado a formacao de calo nos meristemas, era de se esperar posteriormente,
em meio de multiplicagdo, um maior nimero de brotacdes regeneradas a partir dos calos formados,

baseado na teoria da totipoténcia celular.

B 2 semanas ™3 semanas B4 semanas

25,0+
20,0+
15,01

10,01

Numero de brotos

5,0+

0,0+

A0,1B1 A0,1B 0,5 Bl B 05 AO,1 AOBO

Concentracao dos Fitorreguladores (uUM)

Figura 02. Nimero médio de brotos de C. sellowiana em resposta ao meio de cultura basico MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado ou ndo com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1 uM)
combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM). Apos duas, trés e quatro semanas de cultivo. *Média de trés
repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes, minGsculas dentro de cada semana de cultivo, indicam valores que
diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 30,67; Dados transformados em log (x+1).

3.3.2. Regeneracgédo e multiplicacéo de brotos

Durante os subcultivos das culturas estabelecidas in vitro, observou também que, a
suplementacdo ao MSB com ANA (0,1 pM) em combinagdo com BAP (1 uM resultou em média

maior e significativo nimero médio de micro brotos por explantes (Figura 1E). Outro fator
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importante observado nestas culturas foi a coloracéo verde-claro e texturas semelhantes a culturas
nodulares (CN) a e observadas a partir de duas semanas de cultivo (Figura 1C). CNs de Vriesea
reitzii obteve aglomerados de nddulos organogénicos friaveis indiferenciado, com coloracéo
verde-amarelada a translicido (DAL VESCO & GUERRA, 2010) Finalmente, aglomerados de
nodulos meristematicos foram obtidos a partir de explantes de licenca de S. birrea em meio de
cultura MS suplementado com ANA e BAP (MOYO et al., 2009).

A diferenciacdo para CN com coloracdo verde amarelada foi observada a partir das gemas
axilares quando cultivadas na presenca de TDZ, apds cinco semanas de cultivo e a proliferacdo dos
clusters de CN com a inducdo e regeneracdo multipla de pequenos brotos adventicios foi observada
apoés nove semanas de cultivo com Billbergia zebrina (DAL VESCO et al. 2011). No presente
estudo a formacdo de calo mesmo ndo sendo uma variavel analisada estatisticamente, deve ser
mencionada, pois 55,56% das unidades amostrais apresentaram calogénese. Pereira e Fortes (2004)
Solanum tuberosum observaram como principal aspecto ao final do periodo de diferenciacdo dos
meristemas a forte formacdo de calosidade obtida quando os explantes foram cultivados em meio de
isolamento.

Conceitualmente, para todas as plantas o calo € um tecido formado pela intensa e
desordenada divisao das células do explante, geralmente em consequéncia de seu cultivo em meio
com altas concentragdes de auxina (MANTELL et al., 1994).

Enquanto que, o numero de nds as diferencas de medias Foram significativas entre as
combinacgdes e concentracdes de ANA e BAP, apds 4 semanas de cultivo(Figura 3). Em meio de
cultura isento de fitorreguladores MSB também foi notada a formacdo de parte aérea, assim como
para 0s demais tratamentos. As altas taxas de emissdo de parte aérea em mandioca (M. esculenta)
foram observadas por Nicolini (1995) em cultura de n6s caulinares cultivadas em meios contendo
baixas concentraces de ANA. Gratapaglia e Machado (1998) sugerem que concentracdes
excessivas de auxina no meio de cultura podem inibir a multiplicacdo ou favorecer demasiadamente
0 enraizamento ou a formagéo de calos em detrimento a multiplicag&o.

Porem, nesse estudo observou-se que a altura (cm) das brotacGes apresentaram diferencas
significativas para suas respectivas médias. Para a altura das plantas as médias mais elevadas foram
obtidas nos tratamentos contendo ANA (0,1 uM) (Figura 01F e Figura 04) e em MSB sem a adic¢ao
dos fitorreguladores (Figuras 01E, G e H). Enquanto que, o uso do MSB isento de fitorreguladores
resultou em baixa taxa de proliferacdo de CN e promoveu o desenvolvimento de um broto por
segmento nodal (Figura 1G). Diniz et al (2003) também observou maior crescimento em altura, de

plantas de Macela (Egletes viscosa), na auséncia de BAP, assim como, Erig et al. (2002) em
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pesquisas com amoreira preta, 0 aumento nos niveis de BAP resultou na diminui¢cdo do
comprimento médio das brotacdes. Segundo Torres et al. (1998) o uso de citocininas estimula
maior producdo de parte aérea através do aumento da massa fresca, nimero de gemas e folhas,
porém o contrario € obtido com a utilizacdo de concentragdes mais elevadas, acima da 6tima para a

multiplicagdo da espécie em estudo.
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Figura 03. Numero médio de nds por brotos de C. sellowiana em resposta a0 meio de cultura
basico MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado ou ndo com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1

KM) combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM). Apos quatro semanas de cultivo.
*Média de trés repeticBes. Médias seguidas de letras diferentes, minisculas dentro de cada semana de cultivo, indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 21,72 Dados transformados em (x + 0,5)%°

3.3.3. Enraizamento ex vito e aclimatizagéo

Brotos alongados e cultivados em tubos de ensaio (Figura 1G) ou em frascos do tipo
conserva (Figura 1H) quando segmentados em micro estacas de 4-5 cm podem ser aclimatizados
com sucesso (Figura 11) quando mantidos em substratos comerciais, ap0s trés semanas da
transferéncia para casa de vegetacdo com ambiente de temperatura e umidade relativa controlados.
A repicagem das mudas para vasos, com 0 mesmo substrato obteve sucesso no desenvolvimento das

mudas apos seis semanas de cultivo em casa de vegetacdo (Figura 1J).

Segundo Guerra e Dal Vesco (2010) o principal fator que influencia o sucesso da
aclimatizacdo de plantas oriundas de micropropagacgédo é o tamanho das plantulas. Desse modo foi

realizado também o célculo para o ganho médio do comprimento da parte aérea das plantulas
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durante o cultivo (Fig. 01H). Em Aechmea ramosa (FARIA et al, 2012) também observou os
maiores valores para 0 ganho médio da variavel tamanho da parte aérea foram observados no meio
MS (1,86 cm).
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Combinagoes de fitorreguladores pM

Figura 04. Altura média (cm) dos brotos de C. sellowiana em resposta a0 meio de cultura basico
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado ou ndo com os fitorreguladores ANA (0 e 0,1

M) combinado com BAP (0; 0,5 e 1,0 uM). ApOs quatro semanas de cultivo. *Média de trés
repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas dentro de cada semana de cultivo, indicam valores que
diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 11,80; Dados transformados em (x + 0,5)°°.

3.4. Concluséao

A partir dos resultados observados neste trabalho podemos concluir que a propagacdo in
vitro de C. sellowiana foi obtida com sucesso e também pode ser uma forma viavel de promover a
conservacao deste importante recurso genético vegetal.

O uso do meio de cultura MSB suplementado com a combinagdo de ANA (0,1 puM) com
BAP (1,0 uM) promove a alta producdo de brotos e, também possibilitou o surgimento de culturas
nodulares, que posteriormente se modificam em microbrotos e alongaram em brotos completos.

Uma das possiveis estratégias para a micropropagacdo da C. sellowiana se caracteriza pelo

modelo da organogénese via formacao de nddulos semelhantes as culturas nodulares.
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