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RESUMO

O bambu ¢ uma graminea perene de rapido crescimento e alta resiliéncia. Usada na construgao
civil, fabricacao de moveis, alimentacdo humana e animal, dentre outras aplicacdes com grande
potencial agricola. E uma planta propagada por estacas ou desdobramento de touceiras e é
restrito o nimero de brotos gerados pelo método de multiplicagdo convencional, sendo assim,
faz-se necessario o uso de alternativas, como por exemplo, as técnicas de cultura de tecidos
para producao de grande nimero de mudas. Para tanto, € necessario estabelecer protocolos para
introducao, estabelecimento e proliferagao de explantes. Este trabalho teve como objetivo testar
diferentes métodos de desinfestagdo de gemas na introdugdo in vitro Bambusa. oldhamii e
avaliar o efeito do uso de fitorreguladores na multiplicacao in vitro de Guadua chacoensis.
Gemas de colmos jovens de B. oldhamii foram submetidos a diferentes tratamentos de
desinfestagdo utilizando um esquema fatorial de 2x3 com seis tratamentos, onde se testou
diferentes doses e tempos de exposi¢cdo em alcool 70%; Hipoclorito de sédio-NaClO (0,5 e
1,5%); fungicidas: Metiltiofan (0,6 g L') + Captan (0,6 g L'). Em seguida, ap6s a excisdo do
tecido matriz e exposi¢cdo das gemas, os explantes foram inoculados em meio de cultura MS
sem ou com carvdo ativado (1,5 g L!). Posteriormente as gemas que nio apresentaram
contaminagdo foram subcultivadas em meio de cultura MS-Murashige ¢ Skoog com presenga
de 5,0 uM de 6-benzilaminopurina-BAP com ou sem plant preservative mixture-PPM (2 ml L
1. Para a multiplicacdo do G. chacoensis foi utilizado um esquema fatorial de 2x3 com seis
tratamentos com duas doses de acido 1-naftaleno acético-ANA (0,0 ¢ 0,1 uM) combinadas com
trés doses de Thidiazuron-TDZ (0,0; 0,1; 1,0 uM) suplementados ao meio de cultura MS. Os
resultados de todos os tratamentos nao foram estatisticamente diferentes. O uso e carvao ativado
no estabelecimento in vitro de B. oldhamii ndo promoveu reduc¢do na oxidagdo. Gemas de B.
oldhamii desinfestadas e estabelecidas em meio de cultura MS com ou sem carvdo ativado,
quando subcultivadas em novos meios e suplementados com 5,0 uM de BAP, com ou sem a
adicao de PPM resultam na inducdo e alongamento dos brotos. A suplementacdo de TDZ ao
meio de cultura MS independente da concentragdo e combinacdo com ANA, para a
multiplicagdo in vitro de G. chacoensis ndo interferiram na formagdo de novas estruturas
morfolodgicas para o periodo de 29 dias de cultivo.

Palavras-chave: Bambu. Cultivo de tecidos. Agentes de desinfestagdo. Micropropagacao.



ABSTRACT

Bamboo is a perennial grass of fast growth and high resilience. Used in construction, furniture
manufacturing, human and animal feeding, among other applications with great agricultural
potential. It is a plant propagated by cuttings or unfolding of clumps and the number of shoots
generated by the conventional multiplication method is restricted, so it is necessary to use
alternatives such as tissue culture techniques to produce large number of plantlets. However, it
is necessary to establish protocols for the introduction, establishment and proliferation of
explants. This work aimed to test different methods of bud disinfestation in the in vitro
introduction Bambusa oldhamii and to evaluate the effect of the use of plant regulators in the
in vitro multiplication of Guadua chacoensis. Buds extracted from young sprouts of B. oldhamii
were submitted to different disinfestation treatments using a 2x3 factorial scheme with six
treatments, where different doses and times of exposure in 70% alcohol were tested; NaClO
(0.5 and 1.5%); fungicides: Methylthiophan (0.6 g L") + Captan (0.6 g L™!). Then, after excision
of the matrix tissue and exposure of the buds, the explants were inoculated in MS culture
medium without or with activated charcoal (1.5 g L™!). Subsequently, the non-contaminated bud
was subcultured in MS-Murashige and Skoog culture media containing 5.0 pM 6-
benzylaminopurine-BAP with or without plant preservative mixture-PPM (2 ml L!). For the
multiplication of G. chacoensis, a 2x3 factorial scheme was used with six treatments with two
doses of 1-naphthalene acetic acid-NAA (0.0 and 0.1 uM) combined with three doses of
Thidiazuron-TDZ (0.0, 0.1, 1.0 uM) supplemented with the MS culture medium. The results of
all treatments were not statistically different. The use and activated charcoal in the in vitro
establishment of B. oldhamii did not promote reduction in the oxidation. B. oldhamii bud
disinfested and established in MS medium with or without activated carbon, when subcultured
in new media and supplemented with 5.0 uM of BAP, with or without the addition of PPM
result in induction and elongation of shoots. TDZ supplementation to the MS culture medium
independent of concentration and combination with ANA for the in vitro multiplication of G.
chacoensis did not interfere in the formation of new morphological structures for the period of
29 days of cultivation.

Keywords: Bamboo. Tissue culture. Disinfestation agent. Micropropagation.
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1 INTRODUCAO

O bambu ¢ uma graminea pertencente a familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae
que se divide em duas tribos, uma herbacea conhecida como Olyrae e outra tribo com
caracteristicas lenhosas chamados de Bambuseaec (LONDONO, 2001). Dentro dos 90 géneros,
j& estdo catalogados em torno de 1400 espécies, as quais sdo encontradas em todos os
continentes onde as maiores concentragdes se localizam nas regides subtropicais e tropicais. No
Brasil, ja foram descritos 34 géneros e 232 espécies nativas de ocorréncias, principalmente, na
Mata Atlantica e Amazonia (JUDZIEWICZ et al., 1999; FILGUEIRAS; GONCALVES, 2004).

Os bambus s3o gramineas perenes com caracteristica de rapido crescimento, algumas
espécies reproduzem-se facilmente sem a necessidade de replantio e alcangam um alto volume
de biomassa em pouco tempo. Além disto, tem alta capacidade de resiliéncia, sendo assim,
torna-se uma planta com grande potencial de uso agricola, pode competir com matérias-primas
ja existente na produgdo de biomassa vegetal (FIALHO et al., 2005).

Atualmente, hd uma crescente demanda de matéria-prima para suprir as necessidades
humanas, em algumas destas necessidades o produto do bambu pode se destacar como na
construcdo civil, na fabricagdo de moveis, em materiais de higiene pessoal, na alimentagao
humana e animal, na extragdo de celulose para a industria papeleira, fabricagdo de chapas
laminadas, na industrializacao de tecidos, dentre outras aplicacdes (SALGADO; GODOY Jr,
2002). Segundo Wadt et al., (2003), também ha possibilidade do seu uso em locais onde ocorre
ha degradagao do solo, um fator de alto impacto na agricultura. Esta planta é uma alternativa
para proteger e promover condigdes de reestruturacao onde o solo esta erodido e adaptam-se
bem em diferentes ambientes, possuem sistema radicular extenso e produz grande quantidade
de colmos que formam uma tela e desaceleram a dgua superficial das enxurradas. A graminea
produz uma alta quantidade de folhas que formam uma cobertura adensada na superficie do
solo que resulta na absor¢dao do impacto da gota, mantém a umidade e evitam a desagregacao
das particulas do solo.

As espécies de bambu raramente florescem, ¢ propagado vegetativamente através do
desdobramento das touceiras, dos ramos ou pedacos de colmos, apesar desta planta ter
facilidade de se alastrar e emitir novos brotos, mesmo assim, o método de remocao das touceiras
ndo ¢ suficiente para suprir grandes cultivos (RAMANAYAKE, 2006).

Uma alternativa para resolver este problema ¢ utilizar métodos de propagagdo que

tenham possibilidade de produzir grande quantidade de mudas em um espaco reduzido,
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controlado e que resulte em explantes com 6timas caracteristicas fitossanitérias, alta qualidade
e que causem o minimo de impacto ambiental. (MACHADO; GRATAPAGLIA, 1998).

Existe a possibilidade do uso de técnicas de micropropagacao que resultam na producao
em larga escala de clones idénticos de plantas doadoras, a qual mantém a genética da planta
matriz e suas caracteristicas fenotipicas. Esta técnica consiste em propagar plantas com
pequenas partes de seus tecidos, isto € possivel devido a capacidade de totipoténcia das células
vegetais. Na técnica sdo introduzido pequenos explantes em tubos de ensaios com meios de
cultura nutritivos, onde sdo trabalhados em condi¢des assépticas (CARVALHO; SILVA;
MEDEIROS, 2006).

Para obter sucesso na introdu¢do de uma espécie utilizando esta técnica é necessario
selecionar bons explantes, efetuar o processo de desinfestacao e procedimentos assépticos de
manipulacdo e incubacao das culturas (CID, 2001). A hipotese € de que pequenos explantes de
bambu, retirados de seus brotos de plantas matrizes, e tratados com alcool 70% e hipoclorito de
sodio com diferentes tempos e concentragdes conseguem eliminar microrganismos superficiais

e estabelecer as culturas in vitro.

1.1 JUSTIFICATIVA

Existe uma forte demanda de biomassa vegetal na industrializacao de varios produtos e
o bambu ¢ uma graminea de rapido crescimento, alta resiliéncia e possui 6timas propriedades
mecanicas. A dificuldade estd em propagar grande volume de mudas, pois o bambu € propagado
por estacas. Uma alternativa para este problema ¢ a micropropagagao, através dessa técnica €
possivel que pequenos fragmentos vegetais de tecido vivo cultivados em meio adequado e
asséptico dardo origem a uma nova planta. O entrave desta técnica ¢ a contaminagdo
microbiana, portanto, este trabalho busca uma forma de eliminar ou reduzir os fitopatégenos de
segmentos nodais de Bambusa oldhamii Munro e Guadua chacoensis (Rojas) Londofio que

impedem sua introducdo no cultivo in vitro.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes métodos de desinfestacao de
explantes na introducdo in vitro de Bambusa oldhamii e a multiplicacdo in vitro de Guadua.

chacoensis.

1.2.2 Objetivos especificos

e Testar diferentes produtos e concentragdes na desinfestacdo de segmentos nodais de B.
oldhamii;

e Promover o estabelecimento in vitro de gemas de B. oldhamii em diferentes meios de
cultura;

e Avaliar a multiplicacdo in vitro de G. chacoensis com suplementagdo de TDZ ao meio

de cultura MS.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BAMBU, IMPORTANTE CONTRIBUINTE ECONOMICO E AMBIENTAL

No intuito de atender as necessidades de sobrevivéncia humana, a demanda de matérias
energéticas tendem a se tornar cada vez mais alta com o passar dos tempos, pois, estas sao
exploradas de fontes finitas e necessitam ser renovadas com maior velocidade para suprir as
necessidades das proximas geragdes (CURCIO et al., 2018)

O homem provoca mudangas na paisagem natural, alterando a estrutura e o equilibrio
geodinamico do solo. O excesso de utilizagdo da terra e a falta de manejo podem ocasionar
indices de erosdao muito altos a niveis de impossibilitar a continuidade do uso, sendo assim, a
cobertura e reestruturagdo do solo deve ser iniciada para evitar a perda da camada cultivavel
(CURCIO et al., 2018).

Existe um interesse de procurar por novas espécies vegetais que possam ser utilizadas
como fonte de energia, que tenham alta resiliéncia e possam ser exploradas por produtores de
forma mais rapida e com menor impacto ambiental. Buscar materiais que possam ser
responsivos em areas que ja foram degradadas, diminuindo o impacto sofrido pelo solo e
restaurando-o, ainda assim, aproveitar um retorno econdémico e ambiental. (JUDZIEWICZ et
al., 1999).

Um dos materiais de interesse que pode ser utilizado ¢ o bambu, segundo Londofio,

(2001), é uma graminea perene encontrada em todos os continentes, somente a Europa ndo
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possui espécies endémicas, as espécies que ali habitam sdo exoéticas, portanto, também tem
condi¢des de se desenvolverem nesta regido.

Os bambus pertencem a familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae, que se dividem
em duas tribos, uma herbacea conhecido como Olyrae e outro com caracteristicas lenhosas
chamados de Bambuseae. Os Olyrae estdo reunidos em uma so6 tribo, agrupado em 21 géneros,
enquanto os lenhosos estdo divididos em 9 subtribos e dentro dessas subtribos sdo encontrados
ainda 67 géneros (ROJAS; ANAZCO, 2015).

As espécies endémicas encontradas no Brasil estdo concentradas na regido do estado da
Bahia, esta regido condensa a maior diversidade de bambus da América Latina, dentre os paises
das Américas, o México possui 37 espécies das lenhosas, seguido da Costa Rica com 39,
Equador com 42, Venezuela com 60, Colombia com 72 e o Brasil com a maior diversidade sao
encontradas 141 espécies (ROJAS; ANAZCO, 2015).

Sao plantas de ciclo perene, renovaveis, com alta velocidade de crescimento e com
grande producdo de biomassa. Tem oOtima produ¢do anual, rusticidade e ndo necessita de
replantios o que nos indica uma alta potencialidade agricola relacionado a obtencao de outras
matérias-primas (FIALHO et al., 2005).

A utilidade do bambu ¢ bastante variada, podendo ser utilizado na construgao civil em
colunas de sustentagdo, vigas, portas, escoras, andaimes, pisos e paredes. Também ¢ utilizado
na fabricagdo de moveis como cadeiras, mesas, vasos e estantes. Pode ser usado como base na
higiene pessoal na forma de creme dental, sabonetes e cosméticos, como também na
alimentacdo humana, no consumo de brotos e animal através de forragem. Ainda temos a
obten¢do da celulose para industria do papel, fibras para fabricagao de chapas laminadas e
tecidos, dentre outras aplicacdes. Todas estas opcdes sao possiveis devido a variabilidade do
bambu e seus manejos especificos, conforme as caracteristicas de sua espécie, como também,
as formas que cada regido o trabalha (UBIDIA, 2001). Segundo Chaowana (2013) ¢
considerada a “madeira do futuro”, por apresentar diversos usos e aplicagoes.

O pais que tem a maior tradigdo do uso ¢ a China, segundo a CNBRC (2010). Ela
superou um valor de 8 bilhdes de dolares em produtos a base do bambu e possui uma area
cultivada de 7 milhdes de hectares, o que representa 32% de toda a area plantada no mundo.
Segundo Carvalho, Silva e Medeiros (2006), o Brasil tem grandes extensdes de areas que podem
ser aproveitadas com o plantio do bambu, ja que dispde de clima favoravel e ndo ¢ muito
exigente no seu cultivo e aceita bem solos que ja estdo degradados.

Na regido Norte do pais ha uma floresta nativa de bambu coberta com cerca de 160000

km? do género Guadua sp., localizada nas fronteiras do Peru, Bolivia e Brasil, considerada a
9 9
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maior do mundo (MCMICHAEL; PALACE; GOLIGHTLY, 2014). Originario da América do
Sul este género ¢ considerado o mais importante economicamente, seu uso esta associado a
producdo de lenha, construcdo civil, moveis, protecdo de fontes de dgua e solo. Algumas
espécies atingem com seus colmos até 30 metros de altura e com didmetro de até 20 centimetros.
(MARULANDA; GUTIERREZ; MARQUEZ, 2005).

O Guadua chacoensis ¢é perene, de grande porte, atinge uma altura de 20 metros e seus
colmos tem didmetro de até 13 cm, com paredes espessas chegam aos 3 centimetros de largura.
A alta resisténcia mecanica proporciona seu uso em construgdes de casas e galpdes, como
também na fabricagdo de moveis, ferramentas e artesanatos (LONDONO; PETERSON, 1992).

O Bambusa oldhamii é originario da China, alcanga até 20 metros de altura e 8 cm de
didmetro, possui caracteristica de alta resisténcia mecénica, rapido crescimento e se adapta em
locais onde ocorrem baixas temperaturas de até 9 °C negativos. (MENDOZA; HERNANDEZ;
GUERRERO, 2012).

Apesar das condi¢des favoraveis economicamente e das dtimas propriedades fisicas e
mecanicas desta planta, ainda no Brasil ha pouco uso do bambu como matéria prima. Brasil e
China estdo promovendo um incentivo para pesquisa e conhecimento sobre as nativas e exoticas
espécies de bambu. Esta cooperagdo ¢ conjunta do Ministério de Ciéncia e Tecnologia da
Republica Popular da China e do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicagdes
(MCTIC), também participa a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Acre).
O projeto tem como intuito auxiliar e consolidar a cadeia produtiva do bambu no Brasil

(DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

Figura 1 - Planta
-

ibanos.

matriz de Bambusa oldhamii, UFSC/Campus de Curit
¥ i ™™ o )

Fonte: O autor
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Fialho et al., 2005, acredita que produzir os bambus ¢ uma alternativa interessante para
0 agronegdcio brasileiro, mas para que isso ocorra deve-se fundamentar-se em pesquisas e
desenvolvimento de tecnologias para agregar conhecimento cientifico, potencializar o uso da
matéria prima e como resultado obter os incentivos para sua producdo e obter os beneficios

socioambientais deste produto.

2.2 MORFOLOGIA

O bambu ¢ uma graminea constituida em sua parte superior ao solo de colmos, estes sdo
segmentados por nds, entrends, folhas, bainhas e brotos (Figura 1) e na parte inferior do solo se
encontram os rizomas (Figura 2), os brotos do rizoma e as raizes (KIGOMO, 2007). Os colmos
apresentam variada morfologia, podem ser so6lidos, fistulosos ou medulosos, eretos, arqueados,
apoiantes ou escandentes. O didmetro pode variar desde poucos milimetros até dezenas de
centimetros (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

A maioria tem forma cilindrica, mas podem ser sulcados ou achatados, a cor varia de
tons de verde, vinho, castanho e amarelo. Também existe variagao na distancia entre os nos e
suas ramificacdes, sendo util na identificagdo das espécies (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

A parte rizomatosa que se encontra abaixo do solo pode ser de dois tipos, paquimorfo
de crescimento simpodial, ou leptomorfo, com crescimento monopodial. O primeiro se organiza
em forma de touceiras, enquanto o segundo ja € de espécies alastrantes, este Ultimo ndo ¢
conhecido no Brasil como espécie nativa. Ainda pode aparecer dois padrdes de ramificagdo na

mesma planta, neste caso ¢ denominado anfipodial (LIESE, 1998).

Figura 2 - Imagem representativa dos tipos de rizomas dos bambus.

Bambu com rizomas Leptomorficos Bambu com rizomas Paquimorficos

Ricz Lo | - a ’ Rizoms

Comportamento de crescimento invasivo. Comportamento de crescimento entouceirante,

Fonte: Adaptado de https://www.pullupstumps.com.au/bamboo-removal/
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As folhas dos bambus se constituem de bainha e ldmina, apresentam também uma ligula
na regido de transi¢ao. Na tribo Bambuseae em sua maioria ocorre dimorfismo foliar, as folhas
de colmo possuem a lamina foliar menos desenvolvida que a bainha, esta tem fung¢do principal
de protecdo ao colmo jovem, e as folhas de ramo, cuja fun¢do principal ¢ respiragao,
transpiragdo e fotossintese (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

As flores de bambu sdo muito pequenas, se apresentam reunidas em inflorescéncias
chamadas de espiguetas, estas sdo compostas por bracteas basais e antécios. A composicao da
bractea ¢ de palea e lema que compde um antécio. A flor possui um ovario supero uniovulado,
com estigmas plumosos ou barbados, podem ter de dois até 40 estames (JUDZIEWICZ et al.,
1999).

Segundo Judzikieiwicz (1999), as eflorescéncias no bambu continuam sendo uma
incognita para determinar a época de seu aparecimento. Ainda ndo foi descoberta alguma
relacdo genética, climatica, de estacdes do ano ou algum periodo especifico que aparecam as
flores. Existem registros do florescimento em intervalos longos que podem acontecer dentro de
10 ou até 50 anos, sem que apresente alguma influéncia externa especifica para relacionar o
florescimento. Devido a demora na floragdo, a aquisi¢ao de sementes ¢ dificil ¢ quando se
obtém apresenta um baixo indice de germinagao, portanto, a propagacao do bambu ¢ realizada

por fragmentos de suas estruturas, que possuem uma alta capacidade de diferenciacdo celular.

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA

O bambu ¢ uma planta que floresce raramente, portanto, € propagado vegetativamente
através do desdobramento das touceiras, dos ramos ou pedagos de colmos (SALGADO et al.,
1992). Apesar da planta ter facilidade de se alastrar e emitir novos brotos, ainda assim, o método
de remocao das touceiras ndo ¢ suficiente para suprir grandes cultivos. Provoca a destrui¢do de
parte da planta, causa revolvimento do solo e ¢ muito dispendioso, sendo que essa forma de
propagacao ¢ utilizada para areas muito pequenas onde € necessario poucas mudas
(SALGADO; GODOY, 2002).

Segundo Banik (1995), uma alternativa para evitar a remog¢ao de touceiras, seria utilizar
os ramos secundarios do colmo principal, pois se tem abundancia de material e boa capacidade
de enraizamento. Uma outra alternativa € da utilizacdo do colmo para nao destruir a touceira,
porque este método € 15 vezes mais eficiente que a propagacgdo por rizomas. Além disto, a
sobrevivéncias dos propagulos podem chegar até a 80% e que, o ganho do estabelecimento se

da pela estrutura do colmo possuir amido armazenado, uma reserva energética que aumenta o
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estabelecimento da muda (AHLAWAT; HARIDASAN; HEDGE, 2002). Fonseca (2007)
afirma que existem limitacdes quando ¢ necessdrio um grande nimero de plantas, entdo a
melhor alternativa ¢ o uso da micropropagagao, que possibilita produzir em larga escala clones

idénticos de plantas doadoras, mantendo a genética da planta mae.

2.3.1 Micropropagacio de plantas

A técnica de propagar plantas com pequenas partes de tecido vegetal em frascos de
vidros ¢ chamada de micropropagagdo in vitro, sdo utilizados tubos de ensaios ou outros
similares compartimentos onde sdo trabalhados os explantes em condigdes assépticas, em meios
nutritivos € com controle dos fatores ambientais, como temperatura e luz (CID, 2001). Esté4
técnica se consolida devido a capacidade de totipoténcia das células vegetais através da
organogénese ¢ da embriogénese somatica em um meio de cultivo que compde as condigdes
favoraveis ao seu desenvolvimento (CARVALHO, 1999).

O meio de cultivo tem fungao de suprir o explante com umidade e nutrientes, portanto
traz em sua composicao bésica a 4gua, sais minerais, macronutrientes, micronutrientes, agucar,
como fonte de carbono, vitaminas, dentre outros componentes organicos. Também pode dar
condi¢des de sustentacdo quando em sua composi¢cdo traz alguma substancia gelificante. O
meio de cultura mais conhecido e amplamente utilizado ¢ o MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), que desde entdo vem sendo aperfeicoado ao longo do tempo. Ainda dentro do meio ha
a possibilidade de adicdo de reguladores enddgenos que sdo substincias quimicas, nao
nutricionais, mas com capacidade sinalizadora que atuam diretamente no crescimento e
desenvolvimento das plantas, as mais conhecidas e utilizadas sdo as citocininas, auxinas,
giberelinas, acido abscisico e etileno (PASQUAL; HOFFMANN; RAMOS, 1997). Todos esses
fatores so0 serdo levados em consideracdo no momento em que se trabalha com explantes livres
de contaminagdes, os meios de cultivos e os explantes devem estar livres de patdgenos para
obter sucesso em seu estabelecimento, pois contaminantes no microambiente podem causar
danos aos tecidos, consumir o meio e inibir o crescimento e desenvolvimento (CARVALHO,

1999).

2.4 ASSEPSIA E DESINFESTACAO

Para obter sucesso no cultivo in vitro é necessario que se tenha cuidado com a assepsia

no local de trabalho, com equipamentos e com os explantes, pois 0 meio nutritivo também ¢
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apropriado para o desenvolvimento de fungos e bactérias. Se houver contaminagao, ird resultar
na perda do material que estd se estabelecendo. Para evitar estas contaminagdes, as culturas
devem ficar isoladas em frascos de vidro fechados, pois o contato com o a ar pode transmitir
agentes de contaminagao e levar a morte do tecido vegetal (TORRES; TEIXEIRA, 1998).

Existem ferramentas de trabalho que possibilitam evitar o contato do ar contaminado
com o meio de cultura, uma delas ¢ o uso da Camara de Fluxo Laminar ou Capela de Fluxo
Laminar, neste local o ar ¢ filtrado por um filtro de alta eficiéncia (HEPA) capaz de reter 99,97%
das particulas de 0,3um de didmetro e 99,99% das particulas maiores. S0 equipamentos que
protegem o que estd sendo manipulado, ou seja, protege o produto, ndo o operador. Nestas
cabines ndo ha recirculagdo do ar, o fluxo do ar que entra passa por um filtro e sai do em outra
abertura do equipamento (SABATINO, 2016).

Os frascos e o meio de cultura devem estar descontaminados de qualquer tipo de agente
patogénico, portanto ¢ previamente fechado e autoclavado por 15 a 20 minutos em uma pressao
de 1,2 atm., por esse tempo e pressdo € suficiente para degradar qualquer tipo de microrganismo
(ANVISA, 2010).

A planta matriz de onde ¢ obtido os explantes devem estar em boas condig¢des
nutricionais, de sanidade e acondicionadas em lugares com menor influéncia possivel do clima
(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006). Plantas matrizes carregam em suas estruturas
microrganismos que podem ser nocivos aos materiais propagativos, portanto, para evitar a
contaminagdo microbiana que ocorre durante a propagacdo in vitro ¢ necessario o uso de
agentes quimicos como alcool etilico 70% e hipoclorito de sédio para obter sucesso na
descontaminag¢do dos explantes (NADHA et al., 2012).

O uso de fungicidas e bactericidas tem se mostrado eficiente em alguns casos de
desinfestagdo, pode-se utilizar diretamente na planta matriz, na solug¢ao desinfestante ou dentro
do meio de cultura em doses pequenas (TEIXEIRA, 2001). No trabalho de Zayed e El-
Sharabasy (2018), utilizaram os bactericidas gentamicina e cloranfenicol com doses de até 200
mg/L e obtiveram 100% de descontaminagdo bacteriana e 100% de sobrevivéncia dos
meristemas apicais de palmeira Phoenix dactylifera. No mesmo trabalho os testes com
fungicidas também obtiveram taxas altas de descontaminacdo fungica com uso de carbendazin
e benomyl com doses de até 1000 mg/L.

Além dos agentes desinfestantes, adjuvantes como o tween 20® podem ser adicionado
as solugdes de desinfestacdes, por ser um detergente purificado que ajuda diminuindo a tensao
superficial da 4gua e em consequéncia aumentam o contato dos agentes com os explantes

(CARVALHO:; SILVA; MEDEIROS, 2006). Também o uso de biocidas como relatam Jimenez
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et al., (2006) adicionado ao meio de cultura pode ajudar a diminuir a contaminagdo durante o
processo de desinfestagdo. O PPM (Plant Preservative Mixture) ¢ um biocida de amplo espectro
que colabora nos processos de desinfestacdo em meios de cultura utilizados na
micropropagagao.

No estudo executado por Ramirez (2013), no qual, avaliou-se diferentes tratamentos de
desinfec¢do para o estabelecimento in vitro com segmentos nodais de Guadua angustifolia,
onde os explantes foram imersos em alcool por 2 minutos, seguido de imersao em hipoclorito
de sodio a 2 % por 5, 10 e 15 minutos e hipoclorito sédio a 3% durante 5, 10 e 15 minutos.
Relatou apenas presenga de bactérias, com menor percentagem de infestacdo conforme aumento

do tempo exposto ao agente desinfestante.

2.5 ANTIOXIDANTES

No cultivo in vitro quando utilizado explantes com segmentos lenhosos hé liberagdo de
compostos fendlicos como a cutina, lignina e suberina nos locais de excisdo. Estes compostos
sofrem oxidagdo por enzimas polifenases resultando em substancias toxicas que na maioria das
vezes sdo prejudiciais ao explante. Alguns compostos podem provocar obstru¢ao da passagem
dos metabolitos resultando assim na morte do explante (WINKLE et al., 2003).

Para diminuir a oxidagdo no momento do preparo anterior a inoculacdo, ¢ importante
que os explantes permane¢am em agua para manté-los hidratados e para ocorrer lixiviagdo dos
compostos fendlicos. Também pode-se fazer uso de antioxidantes como o éacido citrico, acido
ascorbico e carvao ativado. A luz também ¢ um fator que potencializa a oxidacao de fenois,
portanto, manter os explantes no escuro reduz a formagdao de compostos nocivos (TORRES;

CALDAS; BUSO, 1998).

2.6 HORMONIOS VEGETAIS

O crescimento e desenvolvimento das plantas sdo induzidos por substancias quimicas
sinalizadoras conhecidas como hormonios e enzimas. Estas substancias podem aparecer como
resposta da programacgdo genética natural da planta ou atuam em resposta das diferentes
condi¢des do ambiente. De modo geral, suas funcdes principais sdo de divisdo celular, expansao
celular e diferenciagdo celular. Controlam processos ja conhecidos como o tropismo de caules
e raizes, germinagdo e dorméncia de sementes, taxa de divisdo celular, alongamento celular,

florescimento, maturagdo e abscisdo foliar (FREITAS, 2009).
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Os hormoénios podem agir individualmente ou em combinagdo, isso resulta em uma
forma integrada de cooperacdo entre diferentes hormonios, para esta condi¢do ¢ definido um
conceito de que “hormonios sao considerados como substancias quimicas que atuam de forma
integrada na regulacao dos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, operando
coordenadamente para manutengdo da homeostase vegetal” (TAIZ et al., 2017).

Os hormonios dependem de quatro componentes principais, como a concentracao
associada ao tipo de tecido ou 6rgao vegetal, o estagio de desenvolvimento, a sensibilidade
diferencial e a interacdo com outros hormoénios (FREITAS, 2009).

Em relacdo a concentragdo associada ao tipo de tecido ou 6rgdo, existe uma faixa
considerada 6tima para melhor eficiéncia do horménio, quando a concentragdo esta fora desta
faixa ndo se percebe resposta fisioldgica ou apresenta inibi¢do. No caso de estdgio de
desenvolvimento as respostas sao diferentes dependendo da fase em que a planta se encontra, a
acdo do mesmo hormonio no estagio de embrido ¢ diferente da fase adulta reprodutiva. A
sensibilidade diferencial depende da quantidade de receptores em células alvo estardo prontos
para traducdo, estes receptores levam a amplificagdo do sinal hormonal ou a produgdo de
mensageiros secundarios que por sua vez levardo a resposta fisioldgica. Em relagdo a interacao,
pode acontecer de trés modos. No modo I os hormonios interagem regulando um conjunto
comum de genes alvo. No modo II ha uma interagdo na transcri¢do do sinal, onde o hormonio
atua na sua via de sinalizacao e ainda interfere na via de sinalizacdo do outro hormonio. No
modo III h4 interagcdo na biossintese, onde a taxa de producdo de um hormonio ¢ alterada em
resposta de um segundo hormonio (FREITAS, 2009).

Os hormoénios atualmente conhecidos segundo Taiz et al., (2017), sdo as auxinas
(AUXs), giberelinas (Gas), citocininas (CKs), etileno (ETL), acido abscisico (ABA),
brassinosteroides, jasmonatos, acido salicilico e estrigolactonas. Segundo Freitas, 2009, podem
ser divididos em classes principais, onde entrariam nessa classe os AUXs. Gas, CKs, ETL e
ABA, e na classe de hormonios novos os brassinosteroides, jasmonatos, acido salicilico e

estrigolactonas.

2.6.1 Auxinas

A sinalizacao da auxina € essencial ao crescimento vegetal, sua denominagao deriva do
grego auxein, que significa “aumentar” ou “crescer” e atua em praticamente todos os aspectos
do desenvolvimento das plantas. Foi o primeiro horménio a ser estudado em um trabalho de

Darwin em 1881, onde utilizaram a Phalaris canariensis para estudar a curvatura de bainhas
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de folhas jovens e os hipocétilos de plantulas de outras espécies em resposta a luz unidirecional.
Chegaram a conclusdo que um sinal produzido no apice se deslocava para baixo, fazendo as
células inferiores crescerem mais rapidamente no lado sombreado do que no lado iluminado.
Apos esta analise demonstraram que o sinal era uma substancia quimica que podia se difundir
em blocos de gelatina (TAIZ et al., 2017).

As auxinas conhecidas mais utilizadas sdo o 4cido indol-3-butirico (AIB), muito
utilizado no enraizamento de estacas, o acido 3-indolacético (AIA) como a auxina vegetal
primaria, o acido 4-cloro-3—indolacético (4-cloro-AlA) e o acido fenilacético que sao auxinas
naturais. Sua estrutura € relativamente simples e puderam ser sintetizadas e resultaram de alguns
compostos, como o acido 1-naftaleno-acético (ANA), o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
e o acido2-metoxi-3,6-diclorobenzoico (dicamba), sdo auxinas amplamente utilizadas como

reguladores do crescimento e herbicidas na agricultura (TAIZ et al., 2017).

2.6.2 Giberelinas

As Gas foram isoladas na década de 1930 como produtos naturais do fungo Gibberella
fujikuroi, conhecido nos dias de hoje como Fusarium fujikuroi, do qual os hormonios derivam
seu nome. Os cientistas perceberam que individuos do arroz infectados com F. fujikuroi tinham
crescimento excessivo € puderam ser reproduzido pela aplicacdo de Gas em plantulas de arroz
ndo infectadas. O fungo produz varias Gas diferentes e a mais abundante ¢ conhecida como
acido giberélico (GA3), que pode ser obtido comercialmente para uso e agrondmico, um de seus
usos € na producao de uvas de mesa onde sua aplicacao sobre videiras tem como resultado uvas

maiores e sem sementes (FREITAS, 2009).

2.6.3 Citocininas

Na década de 1940, Skoog e um grupo de colaboradores demonstraram que um extrato
de fungo em conjunto com uma auxina estimulavam a divisdo de células vegetais do tecido
parenquimatico medular do tabaco em cultura, entdo a molécula indutora da divisao celular foi
denominada cinetina, derivada da palavra citocinese que em grego significa divisdo celular. O
grupo conseguiu isolar a primeira citocinina a partir de DNA de arenque, pois as citocininas
sdo encontradas em outros organismos desde bactérias até animais, musgos e fungos, e as
citocininas naturais sdo encontradas no malte, 4gua de coco e em outras plantas (FREITAS,

2009)
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Seus efeitos ocorrem em muitos processos fisiologicos e de desenvolvimento, incluindo
a senescéncia foliar, dominancia apical, a formacdo e a atividade dos meristemas apicais, o
desenvolvimento gametofitico, a promogao da atividade de fonte-dreno, o desenvolvimento
vascular e a quebra da dorméncia da gema. Ainda atuam na interagao das plantas com fatores
bidticos e abidticos, como excesso de sal, seca e relagdes simbidticas com bactérias e fungos
(TAIZ et al., 2017).

Uma substancia sintética que nao ocorre naturalmente e possui o efeito das citocininas
¢ o thidiazuron (TDZ), uma feniluréia utilizada como desfolhante na cultura do algodao e como
estimulante de crescimento em fruticultura, mais especificamente aplicado na cultura das

videiras onde o resultado observado ¢ o aumento do tamanho das bagas das uvas devido

promover a divisao celular (TAIZ et al., 2017).

2.6.4 Etileno

O etileno se apresenta na forma gasosa com uma estrutura quimica simples, foi
inicialmente identificado como um regulador de crescimento vegetal, quando demonstrou a
capacidade de modificar o crescimento de plantulas de ervilha estioladas em laboratério. E
produto natural sintetizado por tecidos vegetais, muito utilizado na maturagdo de frutos
climatéricos, consegue regular uma ampla gama de respostas em plantas, incluindo a
germinagdo da semente e o crescimento da plantula, a expansdo e a diferenciacdo celular, a
senescéncia e a abscisdo foliar e floral, além de respostas aos estresses bioticos e abidticos

(TAIZ et al., 2017).

2.6.5 Acido abscisico

Identificado na década de 1960, o 4cido abscisico € encontrado em todas as partes das
plantas vasculares e também ja foi encontrado em musgos, fungos fitopatogénicos e em uma
ampla gama de metazoarios. E um composto que inibe o crescimento, a maturagdo e favorece
a dorméncia de sementes aos estresses ambientais como, frio, falta de dgua e alta salinidade. O
ABA ¢ necessario para induzir a sintese de proteinas de reserva e lipidios nas sementes, bem
como para o estabelecimento da dorméncia e aquisicdo da tolerancia a dessecagdo, isso
promove capacitacdo a planta de se manter viva em momentos de estresse. Esse hormonio
apresenta efeitos contrarios dos outros hormdnios, somente em poucos processos este acido

promove interagdo positiva (TAIZ et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO E ORIGEM DOS EXPLANTES

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Campus de Curitibanos, no Laboratério de Biotecnologia e Genética. O material vegetal do B.
oldhamii foi obtido de plantas matrizes, mantidas na area sede do Campus da UFSC de
Curitibanos. O material vegetal de G. chacoensis utilizado nos experimentos vieram de
brotagdes provenientes de sucessivas multiplicagdes de explantes que ja se encontravam no
Laboratério de Biotecnologia ¢ Genética da UFSC de Curitibanos, em meio de cultura MS

suplementado com 6-benzilaminopurina-BAP (15uM).

3.2 INTRODUCAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE B. oldhamii

Colmos de brotagdes jovens de B. oldhamii foram coletados e submetidos a diferentes
tratamentos de desinfesta¢do para permitir o estabelecimento in vitro. O desenho experimental
utilizado foi num esquema fatorial, 2x3 com seis tratamentos: Meio de cultura MS com a adi¢ao
de carvio ativado (0,0 e 1,5 g L'') combinacio com trés diferentes agentes desinfestantes e
tempo de exposi¢do (Tabela 1). Cada unidade experimental foi constituida de cinco tubos de

ensaio com um explante por tubo e com trés repeticdes completamente casualizadas.

Tabela 1 — Distribui¢do dos tratamentos (T) de desinfestacdo dos explantes de B. oldhamii.

Concentracio dos agentes desinfestantes (Tempo em minutos)

Tratamentos 14 -1
Alcool 70% NaOCI 1,5% NaOC10,5% Metiltiofan (0.6 ¢ L)
Captan (0,6 gL™)

Meio MS sem carvao ativado

T1 2 15 - -

T2 2 - 30 -

T3 2 - 30 20
Meio MS com carvio ativado (1,5 g L)

T4 2 15 - -

T5 2 - 30 -

T6 2 - 30 20

Fonte: O autor

O meio de cultura utilizado foi composto pela formula¢do salina e vitamina MS

(MURASHIGE; SKOOG, 1962), sacarose (30 g L"), Agar-agar (7,5 g L'!) ou phytagel (2 g L-
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1, como agentes gelificante. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, a 1,2
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 com temperatura de 25 °C + 2 °C, e
fotoperiodo de 16 horas. A representacao da etapa de elaboracao dos meios de cultura pode ser

observada no esquema da Figura 3.

Figura 3 — Representag@o esquematica de elaboracdo e distribuicdo de seis diferentes meios utilizados
para o cultivo de Bambusa oldhamii.

© Adicio de - @ 15 tubos de MS com Agar-gar
450 ml l Agar-agar (10ml) por tubo
o Preparo de meio 758t
MS total necessario.
F @)\‘9 J J J J J J
A 900 ml
o Distribuicdo de 450 ml
para cada becker
‘ © Adicio de ‘ @ 45 tubos de MS com Agar-agar +
Agar-agar carvdo ativado (10ml) por tubo
& ea 75811+
450 wi ( Carvdo ativado
15gL1 “

Fonte: O autor

Em laboratorio, os brotos (Figura 4A) foram cortados em torno de 5 cm distante das
gemas para ambos os lados e foram submetidos a uma prévia limpeza com algodao embebido
em alcool etilico 70% para remocdo de fuligens e umidade do ambiente natural antes da
remog¢ao das bainhas (Figura 4B). Removidas as bainhas (Figura 4C e D), as gemas foram
expostas. Apds, foram raspadas com bisturi na parte de baixo e ao redor para evitar loculos de
possiveis agentes infestantes (Figura 4E). O interesse de preparo dos explantes foi de diminuir
ao maximo o tecido lignificado, expor a gema e manter o minimo possivel de broto ao redor da
gema. Estes explantes recortados permaneceram em torno de seis horas em uma solucdo
antioxidante contendo acido ascérbico (250mg/L) e &cido citrico (150mg/L) aguardando o
inicio dos tratamentos. Em camara de fluxo laminar foram submetidos a um processo de
desinfestagdo, sob agitacdo, com diferentes doses e tempos de exposicao.

Apo6s cada acdo dos agentes desinfestantes, os segmentos foram enxaguados por 3 vezes
em agua autoclavada. Antes da inoculagao os explantes foram excisados nas suas extremidades

e houve retirada de tecido lignificado em torno da gema mantendo aproximadamente 2 mm
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(Figura 4F). Detalhes destes processos também podem ser observados, tal como, explantes
desinfestados (Figura 4G) e anteriormente a inoculagdo (Figura 4H) e inoculacao em meio de
cultura MS sem a adicdo de carvao ativado (Figura 41) e em meio MS com carvao (Figura 4J).

Dados de porcentagem de oxidacdo e contaminac¢ao foram coletados apds 15 dias em cultivo.

Figura 4 - Processo de preparo e inoculacdo dos explantes de Bambusa oldhamii: A) Brotagdes
coletadas; B) Broto com a bainha fechada; C) Bainha exibindo a gema; D) Estacas com bainhas
removidas; E) Gema exposta com a base raspada; F) Gema isolada e inoculada; G) Explantes
desinfestados; H) Detalhe dos explantes antes da inoculagao; I) Inoculagdo em meio MS sem carvao e;
J) em meio MS com carvao.

|

Fonte: O autor

3.3 INDUCAO E MULTIPLICACAO DE B. oldhamii

Para promover a regeneracdo de brotacdes, as gemas sobreviventes, do ensaio de
introdu¢do in vitro, que ndo apresentaram contaminagdes visiveis, apos os 15 dias de
inocula¢do, foram subcultivadas em novos meios de cultura MS suplementado com BAP (5,0
uM), com ou sem a adicdo de PPM e mantendo o tratamento de origem, com ou sem carvao
ativado (Tabela 2).

O delineamento experimental foi um completamente ao acaso com quatro tratamentos:
T1) Meio sem a adi¢ao de PPM e origem do meio com carvao: T2) Com a adigao de PPM (2,0
ml L) e meio de origem com carvido; T3) Meio sem a adicdo de PPM e origem do meio sem
carvdo: T4) Com a adi¢do de PPM (2,0 ml L) e meio de origem sem carvdo. Cada unidade
experimental foi constituida de dois, no minimo, tubos de ensaio com um explante por tubo e

com trés repetigoes.
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Tabela 2 - Distribui¢ao dos tratamentos (T) apds transferéncia das gemas de Bambusa oldhamii, para
novo meio de cultura MS suplementado com BAP (5,0 uM) e com PPM (0; 2,0 ml L.

Meio de origem Meio de subcultivo
TRATAMENTOS CARVAO (gL PPM (ml L)
Tl 1,5 0,0
T2 1,5 2,0
T3 0,0 0,0
T4 0,0 2,0

Fonte: O autor

As gemas ainda passaram por uma nova excisdo dos tecidos oxidados para remocao dos
exsudados desobstruindo o material oxidado para diminuir a atividade toxica dos polifendis
(Figura 5). Apds a inoculagdo as culturas foram mantidas no escuro por sete dias para reduzir
os efeitos da oxidagdo. Dados de porcentagem de contaminagao e altura (mm) dos brotos foram

coletados apos 15 dias em cultivo.

Figura 5 — Processo de limpeza da gema de Bambusa oldhamii no momento da troca do meio.

Fonte: O autor

3.4 MULTIPLICACAO IN VITRO DE G. chacoensis

Brotacdes provenientes de sucessivas multiplicagdes, em meio de cultura MS
suplementado com BAP (15uM), estabelecidas e multiplicadas por Ornellas (2017) e mantidas

no Laboratdrio de Biotecnologia e Genética, foram selecionadas e repicadas para novos meios,



26

mantendo explantes com dois brotos cada (Figura 6). Efetuou-se a remog¢ao das folhas, apice
senescente e, a excisdo das raizes, mantendo no maximo 5,0 mm de comprimento e foram
introduzidos nos novos tratamentos. Os brotos selecionados serviram de fonte de explantes para
avaliar o efeito do Thidiazuron-TDZ na proliferagdo do G. chacoensis. Apds 15 dias efetuou-
se novas observagdes quanto a presenga de contaminagdo e inicio de desenvolvimento de

brotos.

Figura 6 — Multiplicagéo in vitro de Guadua chacoensis e B) brotagdes em sucessivos cultivos; C)
nos novos tratamentos.

Fonte: O autor

O delineamento experimental foi num esquema fatorial de 2x3, com seis tratamentos
(Tabela 3): Duas doses de acido naftaleno acético-ANA (0,0 e 0,1 uM) combinadas com trés
doses de Thidiazuron-TDZ (0,0; 0,1 ¢ 1,0 uM) suplementadas ao meio de cultura basico MS,
gelificado com phytagel (2g L'!). Cada unidade experimental foi constituida de quatro tubos de

ensaio com um explante de dois brotos por tubo e trés repeti¢des disposta ao acaso.

Tabela 3 - Distribuicdo dos tratamentos (T) referentes aos meios de cultura MS suplementacdo com
TDZ (0,0; 0,1 € 1,0 uM) combinado com ANA (0,0 € 0,1 uM).

Tratamentos Fitorreguladores
ANA (uM) TDZ (uM)

T1 0.0 00

T2 0.0 0

T3 0.0 0

T4 0.1 00

TS 0.1 0

Té6 0.1 0

Fonte: O autor
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O volume total de meio (MS) de cultura preparado para o experimento do Guadua
chacoensis foi de 1080 ml, dividido e em 6 (seis) partes de 180 ml. Cada parte recebeu
anteriormente as aliquotas de TDZ conforme esquema da Figura 7. Apos isto, o pH foi ajustado
para 5,8. Foram fechados com folhas de aluminio duplas e lacrados com pléstico filme, estando
todos prontos iniciou-se a esterilizagdo em autoclave a 121°C por 15 minutos a uma pressao de

1,2 atm.

Figura 7 — Representacdo esquematica de elaboracdo do meio de cultura MS suplementado com TDZ

(0,0; 0,1 ¢ 1,0 uM) combinado com ANA (0,0 ¢ 0,1 uM) para a multiplicacdo in vitro de Guadua
chacoensis.

o Preparo de um volume (\:I\;eio MS goomr

um pouco menor —

do meio MS total necessdrio.

e Adicdo das doses
de TDZ e ANA

) —

~ 150ml ~ 130ml ~ 180ml " 180ml " 180ml ~ 1soml
o Volume completado
para 180 ml
© =] o O L&) ©

e Distribuicdo do volume final nos tubos de ensaio com o volume desejado (15 mL)

il Yl Yty Yy gy gy

T1MS + ANA 0,0 T2 M5 ANA 0,0 T3 MS + ANA 0,0 T4 MS +ANA 0,1 T5MS+ANAOQ,L1 TG MS + ANA 0,1
TDZ 0,0 TDZ 0,1 TDZ1,0 TDZ 0,0 TDZ0,1 TDZ 1,0

Fonte: O autor

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de separagdo de médias quando necessario, utilizando o

Programa PAST versdo 3.24.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 INTRODUCAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO

A porcentagem (%) média de oxidagdo das gemas de B. oldhamii foi de 55,3 %, apds
15 dias em cultivo no meio de cultura MS com (57,7%) ou sem (53,0%) a adi¢do de carvao
ativado (Figura 8). O resultado estatistico da analise de variancia demonstrou que as médias
dos tratamentos nao foram diferentes (p=0.7779) e obteve um alto coeficiente de variacao de
35,4%. No trabalho de Costa et. al. (2006) o nivel de oxidagao de brotos de bananeira foi menor

comparado ao meio onde ndo havia adi¢do de carvao, mas nao diferiu estatisticamente.

Figura 8 - Porcentagem (%) média de oxidagdo das gemas de B. o/dhamii em relagdo a adigdo de carvao
ativado (0 e 1,5 g L") ao meio de cultura MS, ap6s 15 dias em cultivo.

100,0
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g
=
< 60,0
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0 1.5
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Fonte: O autor

Em relagdo a contaminacdo das gemas, observou-se, no presente trabalho que, os
diferentes tratamentos de desinfestacdo, também ndo diferiram estatisticamente entre si (Figura
9). Esta nao significancia (p=0,5464), provavelmente, estd relacionada ao alto coeficiente de
variacdo (41,6%). Da mesma forma, esperava-se que a exposicao dos explantes em um tempo
maior € em conjunto com o uso dos fungicidas, resultasse em uma porcentagem menor de
contamina¢do. De acordo com Guerra et. al., (2014) quando cultivaram segmentos de Xylopia
sericea ST. HILL., com a adi¢do do fungicida Cercobin 700 WP® observaram um decréscimo
na contaminacao, conforme aumentaram as doses do fungicida, na desinfestagdo. Da mesma

forma, Pasqualini et al., (2019) observaram que o uso do fungicida Cercobina 2 g L! por 24 h,
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somente promove a inibicdo de fungos e bactérias nos explantes de B. oldhamii, quando
associacdo de varios compostos de desinfestacao.

No presente trabalho, observou-se um aumento da contaminagao com o uso do fungicida
no processo de desinfestacdo, provavelmente, este fator, estd relacionado a algum erro de

procedimento e/ou de manipulagdo das culturas.

Figura 9 - Porcentagem (%) média de contaminagdo das gemas de Bambusa oldhamii em relag@o aos
diferentes tratamentos de desinfestacdo, apds 15 dias no meio de cultura MS.
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Tratamento de desinfestacio
Fonte: O autor

4.2 INDUCAO DE BROTOS

Na fase de proliferacdo dos brotos foram selecionados os explantes que apresentaram
alguma resposta morfoldgica. A Unica resposta observada aos 15 dias de cultivo foi inducdo de
novas brotagdes (Figura 10) que, permitiu a determinagdo da altura (cm) dos brotos (Figura 11).
Os resultados demonstraram que as médias ndo diferenciaram estatisticamente entre si, apesar
de apresentar uma melhor tendéncia para o subcultivo dos brotos de B. oldhamii em meio de
cultura MS sem a adi¢do carvao ativado (2,08 cm), porém, suplementado com 5,0 uM de BAP
(Figura 11).

Houve resposta positiva no caso das brotagdes, pois 39,47% das amostras conseguiram
emitir brotos. Essa resposta se deve a adi¢do da benzilaminopurina ao meio de cultura, que
segundo Pasqualini et al., (2017), doses menores que 10uM induzem a brotacao do B. oldhamii

e doses maiores que 10uM podem ser fitotoxicas.
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Figura 10 — Inducdo de brotos in vitro a partir de gemas extraidas de plantas matrizes de Bambusa
oldhamii e subcultivadas em meio de cultura MS suplementado com de BAP (5,0 uM), 15 dias em
cultivo.

Fonte: O autor

Figura 11 - Altura média (mm) dos brotos de Bambusa. oldhamii em relagdo a adi¢do de carvao ativado
(0; 1,5 g L) em meio de cultura MS suplementado com de BAP (5,0 uM), apés 15 dias em cultivo.
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Fonte: O autor

Foi também avaliado neste experimento se a presenca de PPM ao meio de cultura
poderia inibir alguma contaminacao posterior a reinoculacdo, e os resultados ndo apresentaram
diferencgas estatistica dentre as médias observadas, apesar da média ter sido menor para os meios
que tinham PPM que foi de 9,72% e 13,89 para o meio sem PPM. Entretanto, Pasqualini et. al.
(2019), observaram que com o uso de 4 mL L' de PPM adicionado ao meio de cultura liquido
promoveu a inibi¢do do crescimento de bactérias e fungos nos explantes e em novos

subcultivos, também, permitiu o desenvolvimento de brotac¢des de B. oldhamii.
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4.3 MULTIPLICACAO DE G. chacoensis

O experimento com G. chacoensis foi avaliado até os 29 dias apos implantagcdo dos
brotos e as médias foram registradas pela diferenga de tamanho que apresentaram e as novas
estruturas morfologicas que se desenvolveram. Foram avaliados numeros de folhas, brotos e
raizes e também a altura de brotos e incremento em altura, como pode ser observado na Figura

12 os detalhes de cada estrutura avaliada.

Figura 12 - Multiplicagdo de brotos em Guadua chacoensis, cultivado em meio de cultura T5-MS com
ANA (0,1 uM): A) Detalhe do explante inicial; B) 14 dias de cultivo apresentando emissdo de raiz e de
folha; C) Detalhe alongamento da brotagdo original e; D) Broto aos 29 dias de cultivo.

Fonte: O autor

A altura média e o incremento de brotos (em cm), ndo apresentaram diferencas
estatisticas e entre os diferentes meios de cultura MS, isento de fitorreguladores ou com a
suplementagdo das diferentes concentragdes de ANA e TDZ (Figura 13). Da mesma forma,
para os parametros nimero de brotos, de folhas e de raizes (Figura 14). Resultados semelhantes
foram observados por Lin et al., (2007) na proliferacao de brotos de B. oldhamii. Estes autores
relataram que maiores e significativos nimeros de brotos foram obtidos com o uso de 2,27 uM
de TDZ, diferindo, do uso das doses de 0,45 ou 4,54 uM. Sendo estas duas ultimas doses

testadas foram estatisticamente iguais, porém, resultaram em taxas de proliferacdo inferiores,
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aos 21 e 42 dias de cultivo. Entretanto, na multiplicagdo in vitro de G. chacoensis, Ornellas

(2017) obteve 1,73 brotos por touceira, apos 30 dias de cultivo, quando utilizou 15 uM de BAP

suplementado ao meio de cultura MS.

Figura 13 — Altura e incremento (cm) dos brotos de Guadua chacoensis em relagdo ao cultivo em
diferentes meios e cultura MS suplementado com TDZ (0; 0,1 e 1,0 uM) em combinagdo com ANA (0

e 0,1 uM), ap6s 29 dias de cultivo in vitro.

Alwra de brotos (cm) Incremento em altura (cm)
g
i
w30
g 3,0 29 30
= T 16
s 24
& 10— 22
E 15 12
g o 16
= 1 —
= 10 12 11 1
1}
g n,s [ - ,9 -
00 . . .
MS Tl TLD 401 T0,140,1 T10ADL]
Meio de cultura (M)

Fonte: O autor

Figura 14 - Numero de brotos, folhas e raizes de Guadua chacoensis em relagdo ao cultivo em diferentes
meios e cultura MS suplementado com TDZ (0; 0,1 e 1,0 pM) em combinag¢ao com ANA (0 e 0,1 uM),

apos 29 dias de cultivo in vitro.
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5 CONCLUSAO

Gemas extraidas de brotagdes jovens de B. oldhamii submetidas ao processo de
desinfestagdo permitiu o estabelecimento in vitro quando cultivada em meio de cultura MS com
ou sem carvao ativado.

O uso e carvao ativado no estabelecimento in vitro de B. oldhamii ndo promoveu
reducao na oxidagao.

O subcultivo em novos meios e suplementados com BAP (5,0 uM), com ou sem a adi¢ao
de PPM resultam na indugdo e alongamento dos brotos.

A suplementagdo de TDZ ao meio de cultura MS independente da concentragdo e
combinagdo com ANA, para a multiplicagdo in vitro de G. chacoensis nao interferiram na

formac¢do de novas estruturas morfoldgicas, para o curto periodo avaliado.
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ANEXOS

Anexo A - Anélise da variancia (ANOVA) da % de oxidagd@o dos explantes, na introdugao in vitro de B.
oldhamii.
B Several-sample tests - [}

One-way AMOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's pest hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 938.278 5 187.656 04897 0.7779
Within groups: 439843 12 383.202 Permutation p (n=99999)
Total: 5336.7 17 0.7878

Anexo B - Andlise da variancia (ANOVA) da % de contaminag@o dos explantes na introdugao in vitro
de B. oldhamii.

One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 2333.33 5 466,667 0.84 0.5464
Within groups:  6666.67 12 535.556 Permutation g (n=99999)
Total: 3000 17 0.5629

Anexo C - Analise da variancia (ANOVA) do numero de brotos induzidos, na introdugao in vitro de B.

oldhamii.
B Several-sample tests — m]
P

One-way AMCVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F P (same)
Between groups: 8.57489% 3 2.85832 1.025 0.4312
Within groups:  22.2978 a 2.78723 Permutation g (n=99999)
Total: 30.8727 1 0.4563

Anexo D — Analise da variancia (ANOVA) da % de contaminagdo dos explantes na inducéo in vitro de
B. oldhamii com uso de PPM.

B Several-sample tests — O

One-way ANCOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F P (same)
Between groups: 109,958 3 36.6528 008226 0.9678
Within groups:  3364.67 ] 445,583 Permutation p (n=99999)
Total: 3674.63 " 0.8584

Anexo E - Anadlise da varidncia (ANOVA) das médias das alturas de brotos dos explantes na
multiplicagdo in vitro de G. chacoensis com uso de TDZ.
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4B Several-sample tests - O

One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 1,88%17 5 0377833 0,237 09386
Within groups: 19,1295 12 1,59413 Permutation p (n=99999)
Total: 210188 17 09353

Anexo F - Analise da variancia (ANOVA) das médias do incremento em altura de brotos dos explantes
na multiplicacgdo in vitro de G. chacoensis com uso de TDZ.

4D Several-sample tests — O

One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 138917 5 0377833 0,237 0,9386
Within groups: 19,1296 12 1,59413 Permutation p (n=99999)
Total: 21,0188 17 0,9356

Anexo G - Andlise da varidncia (ANOVA) das médias dos nimeros de brotos dos explantes na

multiplicagdo in vitro de G. chacoensis com uso de TDZ.
4B Several-sample tests — |

One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 0,725694 3 0143139 04139 08303
Within groups:  4,20833 12 0,350694 Permutation g (n=99999)
Total: 492403 17 08332

Anexo H - Andlise da varidncia (ANOVA) das médias dos nuimeros de folhas dos explantes na
multiplicagdo in vitro de G. chacoensis com uso de TDZ.
B Several-sample tests — O

One-way AMOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis = Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 3,16667 5 0633333 1495 0,2626
Within groups: 508333 12 0423811 Permutation g (n=99999)
Total: 825 17 0259

Anexo | - Analise da varidncia (ANOVA) das médias dos numeros de raizes dos explantes na
multiplicagdo in vitro de G. chacoensis com uso de TDZ.



4B Several-sample tests - O

One-way ANOVA | Residuals | Tukey's pairwise | Kruskal-Wallis | Mann-Whitney pairwise | Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same)
Between groups: 0,236111 5 00472222 06182 0,6888
Within groups: 0916657 12 00763889 Permutation p (n=99999)

Total: 115278 17 07252



