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RESUMO

Neste trabalho, por meio da cultura de meristemas, analisou-se o
efeito de alguns reguladores de crescimento sobre gemas axilares
de louro ( Laurus nobilis L. ), objetivando-se a determinac8o de
um método adequado para sua micropropagac8o. O experimento foi
realizado no laborédtério de Cultura de Tecidos do Departamento de
Biociéncias, UFU, e constituiu-se de vinte tratamentos e cinco
repeticdes. O meio wutilizado foi o meio "MS", onde foram
acrescidos diferentes concentracdes dos reguladores de
crescimento ANA e BAP. A avaliac8o dos resultados obtidos,
baseou-se em andlises qualitativas e quantitativas dos mesmos.O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente
casualizados. Avaliou-se o desenvolvimento dos explantes, a
formacdo de calos e brotacfes dos mesmos. A interacdo entre os
reguladores apresentou melhores resultados que os tratamentos
jsolados. A concentrac8o mais indicada para novos experimentos &
0,01 e 1,0 mg/l1 de ANA e BAP respectivamente, uma Vvez Qque
promoveu melhores resultados. No presente trabalho observou-se
também, um alto indice de contaminac8o, o que confirma a

necessidade de aperfeicoamento do método de assepsia do material.




I. INTRODUCAO

O louro, Laurus nobilis L. (Lauraceae), comumente
conhecido por loureiro, é uma A&rvore ou arbusto com folhas

persistentes, origindrio da Asia Menor e introduzido com sucesso

no Mediterraneo (von Hertwig, 1991).

As culturas comerciais de louro encontram-se na
Algéria, Marrocos, Espanha, sul da Franca, Itdlia, 1Ilha de
Chipre, Holanda, Bélgica, Portugal, Turquia, etc., onde 880

feitas em altitudes de até 1.200 metros (von Hertwig, 1991).

0 louro é cultivado em regides subtropicais das
Américas, inclusive no Brasil, onde rarissimas VvVezes floresce e

produz frutos.

As folhas do louro apresentam-se pecioladas,
alternas, elipticas ou lanceoladas, coridceas com bordos
ondulados, inteiras, lisas, verde-escuras e brilhantes na pagina
superior, verde-padlidas opacas na inferior, com 5 a 10 cm de
comprimento. O caule & glabro de casca lisa e escura. As flores
s%o pedunculadas, de cor amarela e, em geral, no verfo déo lugar

a um fruto em forma de baga oval como um azeitona, com cerca de



12 mm de diémetro, gque, quando maduro, adquire uma colorac8o

negra-brilhante, contendo uma s6 semente (von Hertwig, 1991).

Temperaturas amenas, ou relativamente baixas, e dias
longos (12 a 16 horas de luz) com boa distribuyic8o pluviométrica,

s3o condicBes ideais para a cultura.

E uma espécie aromdtica e medicinal, com utilizagdo
adicional em medicina veterinédria. Para fins arométicos,
utilizam-se principalmente as folhas dessecadas, sem os peciolos.
O 6lec essencial extraido dos frutos, encontra pouca aplicac8o na
aromatizacdo dos alimentos e na medicina humana. Na veterinarias,
porém, a manteiga ou o O&leo, s30 usados como parasiticida.
Industrialmente, a manteiga ou o 6leo de louro s&@oc usados na

fabricaclo de sabdes e velas, e, também, na perfumaria (von

Hertwig, 1981).

Segundo GIACOMETTI (1988), no Brasil a variabilidade
genética para caracteristicas agrondmicas desejaveis é quase
inexistente, uma vez gque agqui a espécie é sempre propagada

vegetativamente por alporquia, estacas com folhas ou rebentdes.

Atualmente, o Brasil importa um grande volume de
plantas aromaticas e medicinais, e considerdvel parte dessas
plantas poderia ser produzida no Pais, considerando as diferentes

altitudes e latitudes deste territério. A outra parte, porém,

desse total importado, n8o encontra condic8es ambientais para o



seu desenvolvimento. Deste modo, por meio de um trabalho de
selec3o genética de plantas que se adaptem as condicdes de nosso

Pais, éque talvez se possa inverter tal situacdo.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia para micropropagacBo “in vitro"” de louro, Laurus
nobilis L. (Lauraceae), analisando o efeito de alguns reguladores

de crescimento na inducBo de brotac8o e formac8o de raizes a

partir de gemas apicais e axilares.



ITI. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cultura de tecidos nada mais é do que o isolamento
de células, fragmentos de 6rgaos e tecidos de uma determinada
planta e o cultivo destes em um meio artificial, previamente
esterilizado, que contém basicamente sais minerais, vitaminas,

acucar como fonte de energia, e, reguladores de crescimento

(PETERS, 1980).

0 cultivo de &pices caulinares e/ou meristemas tem
sido usado com o objetivo de superar O problema de contaminagéo
patogénica de propégulos, tendo é&xito em programas para
propagac8o e multiplicacdo de material sadio, além de auxiliar o
intercdmbio e o melhoramento genético (CRISP & WALKEY, 1974;
SOUZA, 1988; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1980).

A tecnologia da cultura de tecidos podera ser
utilizada n&o apenas na preservac8o e melhoramento de variedades

ou cultivares Jja& existentes, como também na obtengdo de novos

genbétipos.



Além disto, esse sistema tem inumeras vantagens:

1. Reduz o tempo e a quantidade de material vegetal

para propagar novas espécies;

2. é mais preciso, porque as condig8es nutricionais e

ambientais podem ser facilmente controladas;

3. é mais seguro que o8 métodos tradicionais de
propagacdo vegetativa, a partir do momento que
permite descartar os tecidos afetados por viroses e
curar facilmente (por termoterapia) as plantas que

estiverem afetadas;

4. dentro dos vidros de cultura esterilizados,
nenhuma infecc8o externa pode afetar a multiplicacgéo

das plantulas (JONA, 1987).

Tem—se, ainda, a manutencdo do genétipo e do fenétipo

hibridos, mutacSes ou variantes genéticas selecionadas

(GIACOMETTI, 1890).

depende

A metodologia para propagac8o a partir de meristemas

de maneira geral, como em todo processo de

micropropagacd8o, da assepsia, do gendtipo do material, do

explante em 8i, e da composic&o do meio de cultura em gque este

vai ser inoculado (QUEIROZ LUZ, 19893). O tamanho do explante €& de



suma importéncia para O sucesso da operac8o (KARTHA, 1981, citado
por PETERS, 1890). Normalmente s3o utilizados meristemas apicais
e/ou axilares medindo 0,2 a 0,5 mm de comprimento, dependendo da

espécie, contendo no méximo um par de folhas primordiais (PETERS,

1990).

Segundo GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990), as substéncias
com ac8o germicida mais comumente utilizadas para assepsia de
explantes s&o o etanol e o8 compostos & base de cloro, como O
hipoclorito de 86dio e de calcio, onde algumas gotas de
detergente (Tween 20 em concentragdes de 0,01 a 0,05% (v/v)) s8o
adicionadas para melhorar o contato destas com 08 tecidos. Estes
mesmos autores recomendam a utilizac8o do etanol & uma
concentraco de 70 a 80%, uma vez Qqueé, acima disto, é menos
eficiente e pode desidratar rapidamente oS tecidos, sendo também

recomendavel um tempo curto de exposicdo do material.

A composicdo do meio nutritivo é um importante
para&metro que deve ser otimizado para que a regenerag8o da planta
seja bem sucedida. Deve ser composto de sais, fonte de carbono,

vitaminas e reguladores de crescimento.

A adicd@o de fitorreguladores ao meio, tem o objetivo
principal de suprir as possiveis deficiéncias dos teores
end6genos de hormdénios nos explantes que s5€ encontram isolados
das regiBes produtoras da planta-matriz; simultaneamente, a

adic8o de fitorreguladores estimula certa resposta  como



crescimento e alongamento ou multiplicacéo da parte aérea. Esta
resposta depende do estado fisioldégico dos explantes, o que esta
relacionado com a época do ano e estado geral da planta-matriz

(ALTMAN & GOREN, 1977, citado por GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

Segundo QUEIROZ LUZ (1993), SKOOG & MILLER (1857)
citam o diagrama, no qual, de acordo com a relacé&o
auxina/citocinina, ocorrem diferentes respostas; sendo
intermedidria, a tendéncia é a formac8o de calos, quando &
elevada, ocorre enraizamento, e, do contrario, tem—se a formacéo
e o crescimento de parte aérea. Nem sempre, no entanto, o8

resultados obedecem tipicamente esta relacédo.

De acordo com SKOOG & MILLER, 1957, citado por CALDAS
et al. (1990), as auxinas e as citocininas s8o as classes de

reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de tecidos.

Segundo MATSUCUMA (1993), a utilizac8o de sacarose
como fonte de energia é recomendada por ser mais rapidamente

absorvida.

ConcentracB8es de 2 a 4% p/v s&o as mais comuns uma
vez que concentracdes mais baixas podem provocar clorose
generalizada da cultura e, com concentracdes mais altas, pode-se
incorrer em problemas de excessivo potencial osmético do meio,
gque pode levar a uma deterioracfo das culturas (GRATTAPAGLIA &

MACHADO, 1990).



Segundo os mesmos autores, o estado fisico do meio
também influencia o desenvolvimento dos explantes, sendo que em
meios sélidos ou semi-sélidos a concentrac8o de agar utilizada
vai de 0,45 a 0,8%, dependendo da marca, do &gar. Este &
responsdvel, também, pela alterac8o da disponibilidade de agua,
nutrientes e fitorreguladores, podendo modificar a composicéo

quimica do meio, conforme os teores de impurezas.

Outro fator a considerar é o pH do meio, que, segundo
PASQUAL et al. (19925, sofre variac8es promovidas pela
autoclavagem e aquecimento, e considera, também, esta variacéo

como funcdo da concentrac8o de dgar e do pH inicial.

As liberacdes quimicas prejudiciais ao explante,
geralmente referentes ao seu escurecimento, podem usualmente ser
combatidas através de reculturas frequentes, ou inclusfo de

carvdo ativado, no meio.

O carvdo ativado tem duas fungdes:

1. Escurece o meio, impedindo a incidéncia de luz na

base do explante, reduzindo a oxidac8o;

2. absorve os campostos toéxicos presentes no &gar
(KOHLENBACK & WERNICKE, 1978, citado por GRATTAPAGLIA

& MACHADO, 1980}, ou formados durante a oxidag¢8o dos



compostos fendlicos (FRIDBORG et al., 1978, citado
por GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

Segundo HANDRO & FLOH (1990), a sala de crescimento
do material inoculado deve apresentar condicSes controladas de
iluminac8o, para que o fotoperiodo seja constante o ano inteiro
(recomendam 16 horas/dia) e também controle de temperatura e
umidade, sendo importante que a temperatura se mantenha a 26 + ou

-19C, podendo variar entre 20 e 30 9C sem causar danos.

Plantas regeneradas de culturas de &apices caulinares
podem, ocasionalmente, apesentar variacdes (BUSH et al.. 1976;
DENTON et al.,1977; citado por ILLG, 1990). Contudo, a maioria
dos trabalhos com culturas de meristemas demonstrou a manutencéo
da identidade e estabilidade genética das plantas regeneradas por
este sistema (MURASHIGE, 1974; D’ AMATO, 1975, citado por ILLG,

1990).

Segundo GRATTAPAGLIA & MACHADO (19980), um método
recomendavel para impedir a variac8o somaclonal € a execucéo

constante de novos isolamentos.

Concluido o desenvolvimento da planta, segue-se a
fase de aclimatag8o que, de acordo com GRATTAPAGLIA & MACHADO
(1990), éuma fase bastante critica e representa em alguns casos

um fator limitante do processo de micropropagacéo.
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Segundo SENNA NETO, 1990, citado por QUEIROZ LUZ,
1993, na aclimatac3o podem acontecer insucessos que estéo
relacionados aelevada taxa de transpiracdo; a4 passagem da
condic%o heterotréfica para autotrofica; a perda da condigéo de
alta disponibilidade de nutrientes, necessitando incrementar sua

absorcdo, e perda do ambiente asséptico.

Assim, a regra geral para tal fase é a manutencdo de
alta umidade e temperatura amena, uma vez gue existem poucos

trabalhos que relatam os detalhes do procedimento de transplantio

e aclimatacdo.
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IIX. MATERIAIL. E MRTODOS

O experimento foi conduzido po laboratério de cultura
de tecidos vegetais, do Departamento de Biociéncias da
Universidade Federal de Uberléndia (UFU) - Minas Gerais, no

periodo de julho a dezembro de 1993.

IIT.1. Procedimentos Gerais

Os galhos fornecedores dos explantes foram

selecionados quanto a idade, sanidade e tamanho.

Utilizou-se basicamente o meio MS (Tabela 1),
acrescido com reguladores de crescimento e algumas modificacOes

(Tabela 2).

A auxina ANA, &cido naftalencacético, e a citocinina

BAP-6-Benzilaminopurina foram diluidas em NaOH 1,0 N para a

preparacdo da solugdo estogque, gue foi armazenada em geladeira a



TABELA 1 - COMPOSICAD DO MEID BASICO - MS - MURASHIGE & SKDOG (1962

COMPONENTES CONCENTRACAD DO
{mg/})
1. SAIS MINERAIS
1.1 - MACRONUTRIENTES
NH4ANO3 1.650,000
HNG3 1.800,000
CaCi2 2H20 440,000
MgS04.7H20 370,000
KH2PC4 170,000
1.2 - MICRONUTRIENTES
MnS04.H20 22 200
H3BO3 5,200
Zn504.4520 8600
Kl 0,830
Na2Mo04 2H20 0,250
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 3,025
2. VITAMINAS
GLICINA 2000
ACIDO NICOTINICO 0,500
PIRIDGXINA HC! 0500
TIAMINA HCI 0,100
3. FeEDTA
FeS04.7H20 27,800
MaZEDTA 27.200
4 SACAROSEE 30,000,000
i {_‘;’O}i 1O




{COM MODIFICACOES)

MPOSICAD DO MEIQ BASICO - MS - MURASHIGE & SKOOS (1962

13

COMPFONENTES

CONCENTRAGAD DO MEIO

img/h

1. SAIS MINERAIS
1.1 - MACRONUTRIENTES
NHANO3
HNO3
CaCl2 2H20
MgS04. TH2O
KH2PO4

1.2 - MICRONUTRIENTES
MnS0O4.H20
H3BO3
ZnS04.4H20
Kl
Na2Mo04.2H20
CuS04.5H20
Coll26H20

I

WITAMINAS

GLICINA

ACIDO NICCTINICG
FRIDOXINA HCH
TIAMINA HCl

3. FeEDTA

o

Fe304.7H20
MNaZEDTA

SACARPOSE

e

[*3]
b
o
7y
o
£
=

412500 (%)

4

475000

440,000
370,600
170,000

v {t"

*y - MODIFICADIO
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40C. Portanto, estes reguladores foram adicionados ao meio de

cultura no final do preparo.

0 pH do meio de cultura foi ajustado, com NaOH ou
HCl, para o valor de 5,7, mais ou menos O,1,,6antes da adig8o do

agar para a solidificacdo do meio.

Foram utilizados frascos de 200 ml que, apds a adigéo
do meio de cultura, foram vedados com dupla folha de aluminio e
pelicula de PVC, numerados, autoclavados a 1,5 ATM e 120QC, por

vinte minutos e mantidos em local protegido de luz.

A assepsia da sala onde foram conduzidos os
experimentos foi feita com a utilizac8o de formol, &lcool 70%,

luz ultravioleta e cémara de fluxo laminar horizontal.

Apbés a inoculac8o dos explantes, nos frascos contendo
20 ml de meio, estes foram vedados com pelicula de PVC e mantidos
por cinco dias em local protegido de luz. Posteriormente, foram
conduzidos e mantidos em salas de crescimento com temperatura

oscilando entre 22 e 270C e fotoperiodo de 16 horas de luz (1luz

branca fria).

I1I1.2. Procedimentos de laboratério e montagem do experimento

08 galhos foram coletados e tratados, ainda em campo,

com uma colher de sopa de hipoclorito de sodio, dentro de um saco
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plastico, para evitar a proliferacédo de microorganismos

superficiais.

Em laboratério o material foi lavado em &gua
corrente, em soluc3o de hipoclorito a 2% e enxaguado em A&gua

destilada.

Deste material, foram isolados segmentos caulinares,
contendo de uma a trés gemas, que foram lavados em uma soluc8o de
Tween 20 a 2%, utilizando uma escova macia e enxaguados com &gua

destilada.

A desinfestac8o dos segmentos consistiu na imerséo
ridpida (1 minuto) em alcool 70, seguida por imers8o em soluc8o de
Tween 20 a 2% (5 minutos) e também por imers8o em hipoclorito de
sé6dio 1% ou dgua sanitdaria comercial a 20%, por vinte minutos. As
imersdes foram feitas sob agitac&8o, promovida por um agitador
magnético. Em seguida, na cémara de fluxo laminar, o material foi
lavado trés vezes em 4gua destilada estéril, e permaneceu em
repouso em soluc8o de &cido ascérbico a uma concentrac8o de 150

mg por litro.

Os meristemas, de aproximadamente 1.0 mm, foram
isolados sobre placa de Petri, contendo papel de filtro, tendo o
auxilio de uma lupa binocular, pincas e bisturis ciraGrgicos. Este
material utilizado na remoc8o dos meristemas foi previamente

autoclavado e, durante o isolamento, foi constantemente flambado.
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Ap6s o isolamento dos meristemas estes foram
imediantamente inoculados nos frascos contendo o meio MS
modificado, e acrescido dos reguladores de crescimento ANA nas
concentracdes 0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg/l, combinado com BAP em

0,0; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/l, perfazendo um total de vinte

tratamentos (Tabela 3).

As modificacBSes do meio consistem na reduc8o em 50%
da concentracdo original de sacarose e em 75% da concentracéo
original dos macronutrientes (NH4NO3 - Nitrato de Aménia e KNO3 -
Nitrato de Pot&dssio). Assim, foram acrescidos ao meio 15,0 g/1 de

sacarose, 0,7% de agar e 0,2% de carvéo ativado.

O material foi avaliado 40 dias ap6s a inoculacgo,

verificando—se a organogénese direta do explante (brotos) e

indireta via formac8o de calos.

A metodologia utilizada baseou-se nos métodos

descritos por SANTOS (1986) e TORRES & CALDAS (1890).

Foi realizado o experimento descrito, em delineamento

inteiramente casualizado, com 5 repeticfes e um explante por

repeticdo.

111.3. Andlise dos dados
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TABELA 2 - CONCENTRAGAO (mg/l) DOS REGULADORES DE CRESCIMENTO
E NUMERAGAD DOS TRATAMENTOS REALIZADOS

B AP

ANA
0.00 0.20 0.50 1.00 200

a |10

301 & g 7 g 8

UARE P4 120 13 14 15
: } H }
' ! ; o :

1,00 S £ - 17 1 18 e 20
|
| 4 i
[ ; '
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0 percentual de desenvolvimento dos explantes foi
estimado baseando-se no tamanho com gque © meristema foi
inoculado, e estipulando-se um valor de crescimento consideravel,

acima do valor inicial.

0 percentual referente & formac8o de calos foi
estimado baseando-se no nimero méaximo de calos formados por

explante, no periodo de 40 dias.

Com relacdo a formac8o de brotac8es, o percentual foi
estimado baseando-se na formac®3o ou nfo das mesmas, no periodo de

40 dias, entre as cinco repeticdes de cada tratamento.

Foi usada a Anédlise de Varidncia para identificar
diferencas significativas entre os tratamentos, através do Teste
F de Snedecor. Detectendo-se diferencas significativas, utilizou-
se o teste estatistico de Tukey a 5% para tentar-se identifificar
em que tratamentos ocorreram diferencas. Para os dados referentes
a produc8o de calos, sendo gue as respectivas percentagens foram

transformadas para raiz quadrada (X + 0,5).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

0 método de desinfestac®o do material apresentou 29%
de eficiéncia, ou seja, ndo se mostrou propriamente eficiente. Os
principais agentes contaminantes foram bactérias e fungos, sendo
as primeiras responsdveis por mais de 80% das contaminacg8es. A
proporcdo de contaminagSes nos explantes é quase 4,5 vezes maior

do que a8 contaminagBes no meio, e representam 82% do total

(Tabela 4).

Este alto indice de contaminac&o pode ter ocorrido em
funcio do material ser originalmente proveniente do campo e ter
sido coletado em periocdo chuvoso, uma vez que, segundo LOPES
(1989), espécies de plantas arbdéreas ou arbustivas, em comparacéo
as plantas de ciclo curto, normalmente s8o mais sujeitas
acontaminac3o, pelo fato de estarem maior tempo expostas aos
contaminantes ambientais; e, em relac@o as condigdes ambientais,
sabe-se gque as contamina¢8es sdo mais frequentes em regiles de
clima tropical, uma vez que as bactérias se multiplicam com mais

rapidez sob altas temperatura e umidade.
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TABELA 4 -REPRESENTACAD QUALITATVA DO INDICE DE CONTAMINACAD
DBSERVADA NO CULTIVO "INVITRO" DE MERISTEMAS DE LOURD,
NOS DIFERENTES TRATAMENTOS, ACS & E 40 DIAS APOS A INCGCULAGAQ.

TRATAMENTOS E CONTAMINAGAO
REPETICOES NENHUMA DO MEID | DOMERISTEMA
1 * ‘ B/B/B/B
2 F-B B/B/B/B
3 F B/B/B/B
4 - 88
5 x F/B/B/B
& Hhkk B
7 * F BB
8 * F B/B/B
9 xn B/B
10 xx B/B/B
11 * F B/B/B
12 xxn FiF
3 * F B/B/B
14 * FBBB
15 x | F BBB
16 x | F B/B/B
17 ! * F 8/B/B
18 ' x F B/B/B
19 LL 8/BB
20 B B/B/B/B
TOTAL 29 | 13 58

7
'

B - CONTAMINACAQD BACTERIANA
F - CONTAMINACAD FUNGICA
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Ainda de acordo com LOPES (1989), existem dois tipos

de contaminac&Zoc observadas em culturas de tecidos, e s8o elas: a
contaminacdo do meio e a contaminac8o da pléntula "in vitro”. A
contaminac3o do meio de cultura é proveniente de pincas € léaminas
ndo devidamente esterilizadas (algumas bactérias podem resistir
aflambagem por até 3 segundos), filtros velhos ou contaminados,
tecido vegetal infestado ou infectado, ambiente contaminado ou
meio de ocultura ndoc esterilizado. Quanto & contaminac&8o do
explante, o tecido vegetal pode estar infestado {(contaminacgé&o

externa) ou infectado (contaminac&o interna), é proveniente da

esterilizac8o incompleta do mesmo.

Portanto, o alto indice de contaminacdo pode ser
consequéncia de erros metodolégicos ou prqQcessos ineficientes de

assepsia do material.

O processo de oxidac&c fenélica foi bastante
significativo alcancando o indice de 25%, como pode ser visto na
Tabela 5. Este problema & particularmente sério no isolamento de
explantes de espécies lenhosas, uma vez due 08 tecidos destas
espécies s8o mais ricos em compostos fen6licos, precursores da
sintese de lignina. De acordo com KERR (1) este problema tem sido

observado com maior intensidade em espécies da Familia Lauraceae.

(1) KERR, W. E. (Universidade Federal de Uberléndia, Departamento

de Biociéncias, Uberléandia. Comunicac®o Pessocal).
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TARELA 5 - BEPRESENTACAD QUALITATIVA DO INDICE DE OXIDAGAD OBSERVADA NG CULTIVO
N VITRO* DE MERISTEMAS DE LOURO, NOS DIFERENTES TRATAMENTOS, AOS
40 DIAS AFOS A INOCULAGAD

TRATAMENTO E | DXI1DAGALD
PEPETIGOES TOTAL BASE EXFLANTE |AFICE-EXPLANTE NENHUMA
1 _ 1 . 4
2 5
3 _ 1 - 4
4 2 1 2
5 - _ _ 5
5 1 2 2
7 ~ _ _ 5
8 } ~ j 5
9 B 1 B 4
10 _ 1 _ 4
11 _ 2 _ 3
12 _ 1 ] 4
13 1 _ ~ 4
14 1 _ _ 4
15 1 1 ~ 3
16 3 B 4
17 B 2 )
13 _ 1 B 4
19 o 1 2
20 i ~ ~ 4

-y
[
-~
=
-
(e}
—
<
bt
~)
¥}
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De acordo com a lista de possibilidades técnicas para
reduzir a oxidag8o fenélica, sugerida por GRATTAPAGLIA & MACHADO
(1990), muitos passos foram adotados na metodologia descrita,
sends alaa: lavagem dos explantes em agua corrente, utilizagdo de
substancias antioxidantes como &cido ascérbico e carv8o ativado e
incubacso inicial dos explantes no escuro. Ainda de acordo com
estes autores, talvez fosse mais eficiente a utilizac8o de acido
ascérbico ineluido no meio, a utilizac8c de meio béasico mais
diluido e transferéncia frequente dos explantes, sendo Qque este

dltimo evitaria a difusdo dos produtos téxicos da oxidacdo no

meio.

0 pouco desenvolvimento dos meristemas ocorreu de
maneira geral, sendo que aos 40 dias o crescimento maximo
observado foi de 7 mm. N&o houve formac8o de raizes nem tampouco
a formac8o de foliolos. Houve sim o crescimento- (alongamento) do

explante, formac8c de calos e pequenas brotacdes.

Considerando-se que o desenvolvimento méximo atingido
pelos explantes, em 40 dias, foi de apenas 7 mm, estipulou-se um

valor minimo (3 mm), acima do gual foi estimado o percentual de

desenvolvimento dos explantes.

De acordo com a Figura 1, dos tratamentos realizados
com apenas um regulador de crescimento (ou ANA ou BAP), todos os
que continham apenas citocinina estéo ali representados, 0 Que

concorda com (QUOIRIN & LEPOIVRE, 1977, citado por GRATTAPAGLIA &
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‘MACHADO, 1990), que afirmam nem sempre as auxinas serem
necessarias no meio de multiplicac&3o. Dos tratamentos realizados
em combinac8o de ANA e BAP, conforme a Figura 1, a concentracéo
gque permitiu o percentual maximo de desenvolvimento do explante
foi 0,01 mg/l de ANA e 1,0 mg/l1 de BAP, caracterizando talvez a

proporgcéo mais apropriada destes reguladores.

As concentracdes de auxina foram frequentemente
baixas se comparadas as de citocinina para manter um balanco
auxina/citocinina menor que 1, uma vez que, segundo GRATTAPAGLIA
& MACHADO (1990), concentracBes excessivas de auxina podem inibir
a multiplicacdo ou favorecer demasiadamente o enraizamento ou

formacdo de calo em detrimento da multiplicacé8o.

Considerando-se a formacgdo de calos, a andlise de

variéncia mostrou efeito significativo, a nivel de 5% de
probabilidade, para a interag8o entre 08 reguladores de

crescimento ANA e BAP (Tabela 6). Considerando-se também que O
numero maximo de calos formados, em 40 dias, por explante, foil
quatro, a estimativa do percentual de formacéo de calos baseou-se
na seguinte relag8o: em condicdes ideais todos os explantes
formariam guatro calos, como cada tratamento constituiu-se de
cinco repeticdes, cada uma contendo um unico explante, seria de
se esperar gque cada tratamento apresentasse a formacdo de vinte

calos, representando, portanto, 100% de formaclo (Figura 2).
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TABELA © - SNOPSE DOS RESULTADDS CBSERVADOS NO CULTIVE * N VITRD * DE MERIZTEMAS

CE LOURD, NOS DIFERENTES TRATAMENTOS, 4TS 40 DIAS ARDE A INCTULAGAD

TEATAMENTSS | DESENVOULVIMENTS i FORMAGAT DE
DF EXPLANTES == 3mm | FORMAGAC DE CALOS5 PROTAGOES
ANA + BAP 1%y ! 35 MEDIA | ERRO |DADO TRAMSFORMADO

i P+ DU 1 Vi +0,5 SOCRRENGIA
noo + 0.0 40 10 0,40 0,24 0,5440 _
0,00 + 02 0 10 0,40 0,40 0, 4852 _
000+ 03 40 4% 1,50 073 1,20684 _
000 +1.0 =0 10 0,40 0,24 0,5440 _
0,00 + 20 a0 = 0,30 0,43 30,7088 _
D01 + 0.0 o 25 1,00 052 03455 _
DOt + 0,2 an =0 0,50 037 07557 _
001 + GS 20 18 0,80 0,40 8255 +
001 + 1,0 0 35 1,40 0,40 11087 +
o0t + 20 0 0 00 DB 1,063 ~
0,10 + 0.0 &G =5 1,00 03z 0, 5AZE N
840+ 02 40 10 0,40 0,24 0,5440 _
10+ 05 20 15 0,80 0.80 p.5=82 _
0D+ 1.0 o 15 0.E0 0,60 05282 _
3,10+ 20 D 5 0,20 0,20 03833 R
1.00 + 00 0 10 0,40 0,24 0,54340 B
4,00 + 0.2 0 15 C,E0 0,24 0, 7043 _
1,00 + 8.5 = s g, 0,00 0,725 _
1.00+7.0 0 10 0.40 0.40 0, 4882 _
100+ 2 o o 0.c0 0.00 02238 B
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FIGURA 2. Efeito de ANA (&cido naftalenoacético) e BAP (6-
benzilaminopurina) na formac3o de calos e brotacgfes a partir de

meristemas de louro (Laurus nobilis).
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Quanto & formac8o de brotacles, no periodo de 40
dias, considerou-se a formagdo ou ndo das mesmas em cada uma das
cinco repeticBes de cada tratamento. Assim, a formac8o de
brotacdes em todas as repeticdes corresponderiam a 100% de

formac¥%o (Figura 2).

Nota-se o reduzido numero de brotacdes, Qque 86 foram
observados em dois tratamentos. Estas brotac®es partiram dos
calos, caracterizando, assim, calos organogénicos, que, segundo
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990), n8o séo desejaveis nesta fase de
estabelecimento da cultura "in vitro”, por possibilitarem o©

surgimento de variagdo somaclonal.

Talvez estes resultados sejam consequéncia de uma
alta concentracdo de BAP, o que estaria de acordo com QI-GUANG
et al., 1986, citado por GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1980, aque
observaram que o excesso de BAP inibiu a brotac8o de gemas,
reduziu drasticamente o numero de partes aéreas por exXplante e

promoveu a formagdo de calo em culturas de Castanea molissima.

Ainda de acordo com a Tabela 6, as concentracBes de
0,01 + 1,0 e 0,1 + 0,0 mg/l de ANA e BAP, respectivamente,
foram as que mais favoreceram O desenvolvimento dos meristemas.
Quanto aformacdo de calos, as concentracdes de 0,0 + 0,5; 0,01 +
1,0 e 0,01 + 2,0 mg/1 de ANA e BAP, respectivamente, propiciaram
a formac&c do maior nUmero médio de calos. A formac8o de

brotacdes foi observada nos tpatamentos com 0,01 mg/l de ANA,
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combinados com 0,5 e 1,0 mg/l de BAP.

Sobrepondo-se tais resultados, obseva-se que o meio
maig propicio para o desenvolvimento do explante, formac8o de
calos e formacdo de brotacdes foi agquele cujas concentracdes sdo:

0,01 mg/1 de ANA combinados com 1,0 mg/l de BAP.

Esta, talvez, fosse a concentracio mais indicada para
novos experimentos, apesar de o teste de Tukey (5%) n8o diferir

os diversos tratamentos.

O baixo numero de repeticdes dificultou a analise
estatistica do experimento, o Qque levou a uma andlise qualitativa

do mesmo.

Fazendo-se uma andlise mais geral  do experimento,
constatou-se alguns erros metodolégicos que poderiam explicar o
baixo indice de regeneragéo dos explantes. Alguns destes erros
seriag, segundo CALDAS (2), a utilizac8o de frascos muito
grandes, se comparados com O tamanho do material inoculado, o que
ocasiona uma menor efusdBo de etileno para fora do tubo e impede o
crescimento das folhas; utilizac&o de meio muito s6lido, que
impede Qque ocorra maior difus8o do material ou compostos do
explante para o meio e vice-versa € também utilizacdo de grande
volume de meio.

(2) CALDAS, L. S. (Departamento de Biologia Vegetal, Universidade
de Brasilia. Comunicac8o Pessoal).
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V. CONCLUSOES

A - O indice de contaminac8o do material foi bastante elevado.
As contaminac®es foram muito mais frequentes nos explantes do que
no meio, sugerindo, assim, um aperfeigcoamento da técnica de

assepsia.

B - O nivel de desenvolvimento dos explantes foi baixoc, sendo
que a combinacéo 0,01 e 1,0 mg/l de ANA e BAP, respectivamente,

promoveram O percentual méximo de crescimento.

C - Também a concentracdo 0,01 e 1.0 mg/l de ANA e BAP.
respectivamente, promoveu a formacdo de calos organogénicos,

sendo gque nesta mesma combinac8o e na combinac&o com 0,5 mg/l de

BAP, ocorreu O desenvolvimento de brotacdes provenientes destes

calos.
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