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RESUMO

A crescente demanda por plantas ornamentais tropicais tem impulsionado o desenvolvimento
de técnicas de propagagao mais eficientes e padronizadas. Nesse contexto, a micropropagacao
destaca-se como uma alternativa promissora para a producdo em larga escala de mudas
uniformes e livres de patdgenos. O presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo
para o cultivo in vitro de Thaumatophyllum xanadu, espécie ornamental amplamente utilizada
no paisagismo e na decoragdo de interiores. O trabalho envolveu a selecao de plantas matrizes,
preparo de meios de cultura, procedimentos de extracdo, descontaminacdo e inoculacdo de
explantes, além da avaliacdo do estabelecimento inicial das culturas. Os meios de cultura foram
formulados com reguladores de crescimento vegetal e agentes de controle microbioldgico,
visando otimizar a sobrevivéncia e a multiplicacdo dos explantes. Os resultados demonstraram
que o protocolo adotado possibilitou o estabelecimento asséptico da maioria das gemas
inoculadas, com redu¢ao da contaminagdo ao longo do periodo de cultivo. Observou-se também
a ocorréncia de oxidagdo em parte dos explantes, indicando a necessidade de ajustes em etapas
especificas do processo. Ainda assim, a viabilidade das culturas obtidas evidencia a eficacia do
protocolo proposto. Conclui-se que o método desenvolvido apresenta potencial para aplicacao
na micropropagacdo de Thaumatophyllum xanadu, contribuindo para a padroniza¢do de
procedimentos de cultivo in vitro e para a ampliagdo da producdo comercial dessa espécie

ornamental.

Palavras-chave: micropropagagdo; cultura de tecidos vegetais; plantas ornamentais;

descontaminagdo; Philodendron xanadu.



ABSTRACT

The increasing demand for tropical ornamental plants has driven the development of
more efficient and standardized propagation techniques. In this context, micropropagation
stands out as a promising alternative for the large-scale uniform and pathogen-free plantlets
production. This study aimed to establish a protocol for Thaumatophyllum xanadu in vitro
cultivation, an ornamental species widely used in landscaping and indoor decoration. The study
involved the mother plants selection, culture media preparation, procedures for explant
extraction, disinfection and inoculation, as well as the initial cultures establishment. Culture
media were formulated with plant growth regulators and antimicrobial agents to optimize
explant survival and multiplication. The results demonstrated that the adopted protocol enabled
the aseptic establishment of most inoculated buds, with a reduction in contamination throughout
the cultivation period. Oxidation was observed in part of the explants, indicating the need for
adjustments in specific stages of the process. Nevertheless, cultures viability obtained highlights
the proposed protocol effectiveness. It is concluded that the developed method shows potential
for application Thaumatophyllum xanadu micropropagation, contributing to in vitro cultivation
procedures standardization and to the expansion of this ornamental species commercial

production.

Keywords: micropropagation; plant tissue culture; ornamental plants; disinfection;

Philodendron xanadu.
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1 INTRODUCAO

1.1 A producgio de plantas ornamentais no Brasil

A producao de flores e plantas ornamentais no Brasil constitui um segmento relevante
do agronegdcio nacional, destacando-se tanto pelo seu valor econdmico quanto por sua
importancia social e ambiental. Tradicionalmente associada ao paisagismo, a ornamentacao de
ambientes ¢ a melhoria da qualidade de vida, a floricultura brasileira tem apresentado
crescimento continuo nas ultimas décadas, mesmo em cenarios de instabilidade econdémica.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Floricultura (IBRAFLOR,2026), a cadeia
produtiva de flores e plantas ornamentais movimentou aproximadamente R$ 8,5 bilhdes em
2023, representando um crescimento de 8,3% em relacdo ao ano anterior, € manteve trajetoria
ascendente nos anos subsequentes ((IBRAFLOR,2026)Esse desempenho positivo evidencia a
resiliéncia do setor frente a desaceleracdo econdmica observada em outros segmentos da
economia brasileira no mesmo periodo.

Nos tltimos anos, o setor apresentou expansao ainda mais expressiva. Em 2024, o Produto
Interno Bruto (PIB) da floricultura brasileira atingiu cerca de R$ 21,23 bilhoes, registrando
crescimento proximo de 10% em comparagdo ao ano anterior (Noticias Agricolas, 2026). Esse
avanco esta associado, principalmente, ao aumento do consumo interno, a diversificagdo de
produtos e a ampliagdo dos canais de comercializagao.

A floricultura nacional é composta por aproximadamente 8.300 produtores, distribuidos
em todas as regides do pais, ocupando uma area estimada de 16.380 hectares de cultivo
(Noticias Agricolas, 2026). A maior parte da produgdo ¢ destinada ao mercado interno, sendo
que mais de 95% das flores e plantas ornamentais produzidas no Brasil sdo consumidas
internamente, o que demonstra a forte dependéncia do setor em relagdo ao consumo doméstico.

Dessa forma, a producao de flores e plantas ornamentais no Brasil envolve uma ampla
diversidade de espécies cultivadas para diferentes finalidades comerciais, incluindo flores de
corte, plantas envasadas, folhagens ornamentais e espécies destinadas ao paisagismo. Entre as
flores de corte mais produzidas e comercializadas no pais destacam-se rosas (Rosa spp.),
crisantemos (Chrysanthemum spp.), gérberas (Gerbera spp.), lirios (Lilium spp.) e
alstroemérias (Alstroemeria spp.), que apresentam elevada aceitagdo no mercado consumidor e

boa durabilidade pds-colheita (Tombolato,2010). No segmento de plantas envasadas e de



folhagens ornamentais, espécies tropicais t€ém ganhado destaque crescente, especialmente
aquelas pertencentes a familia Araceae, como Philodendron, Anthurium, Dieffenbachia e
Thaumatophyllum, amplamente utilizadas na decoracdo de interiores € em projetos
paisagisticos devido a rusticidade, diversidade morfolégica e adaptagdo a ambientes
sombreados (McConnell, 2003).Além dessas, bromélias, orquideas, samambaias e ficus
também figuram entre as plantas ornamentais de maior relevancia comercial no pais,
contribuindo para a diversificagdo da producdo e para o fortalecimento do mercado ornamental
brasileiro.

Além do impacto econdmico, a cadeia produtiva de plantas ornamentais apresenta
elevada relevancia(Boyce & Croat, 2018). O setor € reconhecido por sua capacidade de geracao
de empregos, contabilizando mais de 264 mil postos de trabalho diretos e aproximadamente
800 mil empregos indiretos, abrangendo desde a producdo até a comercializa¢do final
(Noticias Agricolas, 2024). Destaca-se ainda pela expressiva participacdo feminina, sendo uma
das atividades do agroneg6cio com maior inclusdo de mulheres em diferentes etapas da cadeia
produtiva.

Do ponto de vista historico, o desenvolvimento da floricultura no Brasil teve inicio no
século XIX, com forte influéncia de imigrantes europeus, especialmente holandeses, italianos
e japoneses, que introduziram técnicas de cultivo e espécies ornamentais adaptadas as
condigdes climaticas locais (ISHS,2016). Ao longo do tempo, o setor incorporou avangos
tecnoldgicos, melhoramento genético e técnicas de producdo mais eficientes, contribuindo para
o aumento da produtividade e da qualidade das plantas ornamentais.

Dessa forma, a producdo de plantas ornamentais no Brasil configura-se como uma
atividade estratégica, que alia crescimento econdmico, geracdo de renda, inclusdo social e
contribuicao para o bem-estar da populagdo, consolidando-se como um segmento de elevada

relevancia cientifica e produtiva no contexto do agronegdcio brasileiro.

1.2 O género Thaumatophyllum

A espécie Thaumatophyllum Xanadu, anteriormente classificada de Philodendron
xanadu, pertence a familia Araceae e foi originalmente descrita por Boyce & Croat
(2018).Estudos taxondmicos mais recentes, baseados em evidéncias morfologicas e
filogenéticas, resultaram na reorganizacdo de espécies anteriormente incluidas no género

Philodendron, especialmente aquelas pertencentes ao subgénero Meconostigma. Nesse



contexto, foi proposta a reclassificacdo dessas espécies para o género Thaumatophyllum,
passando Philodendron xanadu a ser denominado T.xanadu (Sakuragui,2018). Apesar da
atualizacdo taxondmica, o nome Philodendron xanadu ainda é amplamente utilizado na
literatura ornamental e no setor comercial, permanecendo como uma denominagdo recorrente
em estudos cientificos e na produgao de plantas ornamentais (Boyce & Croat, 2018) (Sakuragui
CM, n.d.)De acordo com o Indice Internacional de Nomes de Plantas (IPNI), a classificagdo

taxondmica de 7. xanadu estd no quadro 1.

Quadro 1. Classificagdo taxonomica de T.xanadu (IPNI ,2026)

Reino Planta
Filo Traquedfita
Classe Dicotileddneas

Ordem Alismatales

Familia | Aracea

Género | Thaumatophyllum

Espécie Thaumatophyllum xanadu

A expressiva diversidade morfologica observada entre as espécies de Thaumatophyllum,
aliada ao desenvolvimento recente de cultivares comerciais ¢ as variacoes no habito de
crescimento incluindo formas trepadeiras, escandentes e autoportantes confere ao género
elevada versatilidade ornamental. Essas caracteristicas possibilitam sua utilizacdo como plantas
de mesa, em cestos suspensos, sobre suportes verticais (totens) ou como plantas de chao,

ampliando seu valor paisagistico e comercial (Mcconnell et al., 2003)

Entre as espécies do género podemos destacar a T.xanadu (Figura 1). Trata-se de uma
espécie perene da familia Araceae, caracterizada por suas folhas pinatissectas, verde-escuras e
brilhantes, com 25-31 cm de comprimento e 17-25 cm de didmetro, textura coridcea e habito de
crescimento compacto. 7. xanadu ¢ uma planta ornamental que pode atingir até 1,5 m de
didmetro e 1,5 m de comprimento, esta planta floresce principalmente durante a primavera, por

um periodo de tempo mais curto em comparagao com outras espécies.

Figura 1. T'xanadu Croat, Mayo & J. Boos Araceae).
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Fonte: Adaptado de EOL (2026).

Em funcdo dessas caracteristicas morfologicas e de sua elevada rusticidade, a espécie
apresenta alto valor ornamental, sendo amplamente utilizada como planta de interior, além de
demonstrar excelente adaptacdo a ambientes externos, como parques, jardins e patios, tanto sob

condi¢des de sol pleno quanto de sombreamento parcial (Singapore Government, .).

Com a crescente demanda comercial por plantas ornamentais, a produgdo em larga escala
de espécies do género Thaumatophyllum tem sido severamente limitada pelas restrigdes
inerentes aos métodos convencionais de propagacdo. A multiplicagdo vegetativa por meio de
estacas, embora amplamente empregada na producdo comercial, apresenta baixa eficiéncia,
sendo um processo lento, trabalhoso e altamente dependente da disponibilidade de plantas-mae
de elevado valor comercial. Como consequéncia, esse método resulta na obtengdao de um
numero reduzido de mudas por ciclo produtivo, o que ndo atende as exigéncias de um mercado

em constante expansao (McConnell, 2003).

Adicionalmente, a propagagdo sexuada por sementes mostra-se pouco vidvel para o
género Thaumatophyllum, principalmente devido a curta viabilidade das sementes e a
dificuldade de obtengdo de material fértil em condigdes comerciais. Esses fatores tornam os

métodos tradicionais de propagacdo dificeis de escalar, limitando a produ¢do em massa e
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aumentando o risco de disseminacao de patdgenos sist€émicos, uma vez que materiais
vegetativos podem carregar microrganismos endogenos ao longo das geragdes (Boyce & Croat,
2018).Neste sentido, a cultura de tecidos vegetais se mostra como a principal alternativa para a

producdo em larga escada de plantas do género Thaumatophyllum.

1.3 Cultura de tecidos vegetais

Diante das limitagdes impostas pelos métodos convencionais da propagagdo, a
micropropagacdo tem se consolidado como uma alternativa promissora para a multiplicacao
clonal rapida e em larga escala de plantas ornamentais. A cultura de tecidos vegetais pode ser
definida como o cultivo asséptico de células, tecidos, 6rgaos ou partes de plantas sob condi¢des
fisico-quimicas controladas, constituindo uma ferramenta de grande relevancia tanto para
estudos basicos quanto para aplicagdes comerciais (Thorpe, 2007).

Os principios da cultura de tecidos vegetais remontam as ideias propostas pelo cientista
alemao Gottlieb Haberlandt, no inicio do século XX, ao formular o conceito da totipoténcia
celular. Os primeiros avangos experimentais resultaram no desenvolvimento de culturas de
raizes, embrides e, posteriormente, de calos. Entre as décadas de 1940 e 1960, houve um
expressivo avanco tecnoldgico na drea, marcado pelo aperfeicoamento das técnicas de assepsia,
formula¢ao de meios nutritivos e controle das condi¢des ambientais de cultivo, consolidando a
cultura de tecidos como uma tecnologia viavel e reprodutivel (Thorpe, 2007).

Atualmente, a cultura de tecidos vegetais ¢ amplamente empregada para a multiplicagao
de plantas em larga escala, sendo utilizada ndo apenas como ferramenta de pesquisa, mas
também como tecnologia de importancia industrial. Entre suas principais aplicagdes destacam-
se a producdo massal de mudas, a eliminacdo de patégenos, o melhoramento genético, a
conservagdo de germoplasma, a producao de metabdlitos secundarios e a transformagao
genética de plantas (Sathyanarayana, 2007; Varghese, 2007). Pequenos fragmentos de tecido
vegetal, denominados explantes, podem originar centenas ou milhares de plantas geneticamente
idénticas a planta matriz em um processo continuo e controlado(Hussain et al., 2012).

O cultivo in vitro consiste, portanto, em uma técnica de Reprodugdo assexuada
fundamentada na totipoténcia celular, principio segundo o qual uma tnica célula vegetal possui
a capacidade de regenerar um organismo completo quando submetida as condi¢des adequadas

de cultivo (Rout,2006)O crescimento ¢ o padrdo de desenvolvimento dos explantes nos
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sistemas de cultura de tecidos sao influenciados, principalmente, pela composi¢ao do meio de
cultura, em especial pela suplementagao com reguladores de crescimento vegetal, como auxinas
e citocininas, que exercem papel determinante na resposta morfogénica inicial (Caldas et al
.,1998; Hussain et al., 2012).

No contexto das plantas ornamentais, as técnicas de cultura de tecidos assumem papel
estratégico. Por exemplo, estima-se que, atualmente, a maioria das plantas comercializadas do
género Thaumatophyllum seja produzida por meio de métodos de propagacao in vitro, em razao
da elevada demanda por mudas uniformes, livres de patdogenos e com alto padrdo estético
(McConnell et al., 2003).

Embora protocolos eficientes de micropropagacdo ja tenham sido descritos para
T'xanadu, muitos desses métodos, apesar de apresentarem sucesso em escala laboratorial,
dependem de etapas rigorosas de descontaminagdo e do uso intensivo de agentes quimicos.
Além disso, a literatura cientifica ainda apresenta escassez de dados especificos e padronizados
referentes aos protocolos de descontaminagdo para essa espécie, 0 que compromete a
reprodutibilidade e a otimizacdo dos procedimentos. Essa limitagao constitui um dos principais
entraves a ado¢do da micropropagacdo em escala comercial, uma vez que torna o processo
oneroso, operacionalmente complexo e de dificil automacao.

Adicionalmente, o estabelecimento inicial das culturas in vitro representa uma etapa
critica, uma vez que a presenca de contaminantes € um dos principais fatores responsaveis pela
perda de explantes. Microrganismos contaminantes competem de forma vantajosa pelos
nutrientes do meio de cultura, comprometendo o desenvolvimento dos tecidos vegetais e
podendo levar a morte dos explantes (Azofeifa-Bolanos et al., 2019). Dessa forma, o
aprimoramento de protocolos de descontaminacdo eficientes e reprodutiveis torna-se essencial
para o sucesso da micropropagacao de T.xanadu.

Os reguladores de crescimento vegetal desempenham papel central no desenvolvimento
de protocolos de cultura de tecidos, sendo responsaveis pelo controle da divisdo celular,
diferenciacdo e organogénese in vitro. Entre os principais grupos utilizados em meios de
cultura destacam-se as auxinas e as citocininas, cuja interagao determina o padrao de resposta
morfogénica dos explantes (George et al.,2008).

De modo geral, concentragdes mais elevadas de citocininas em relagdo as auxinas
favorecem a formacgao de brotagdes, enquanto niveis mais altos de auxinas estdo associados a
inducdo de raizes ou calos. Reguladores como 6-benzilaminopurina (BAP), (acido
naftalenoacético (ANA) e 4cido indolacético (AIA) sdo amplamente empregados em

protocolos de micropropagacdo de espécies ornamentais (Taiz et al., 2017). A escolha e a
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concentracao desses reguladores constituem uma das etapas mais criticas no desenvolvimento
de protocolos in vitro, uma vez que diferentes espécies e tipos de explantes apresentam
respostas fisioldgicas especificas as condi¢des de cultivo (George et al.,2008).

O desenvolvimento e a padronizagdo de protocolos de cultivo in vitro constituem etapas
fundamentais para a consolidacdo da micropropagacao como uma tecnologia viavel tanto em
escala cientifica quanto comercial. Protocolos bem estabelecidos permitem maior eficiéncia na
multiplicagdo vegetal, reducdo das perdas causadas por contaminacdo, além de garantir a
uniformidade genética e morfoldgica das plantas produzidas, aspectos essenciais para atender
as exigéncias do mercado de plantas ornamentais (George et al.,2008).

A elaboragdo de protocolos in vitro envolve a defini¢ao criteriosa de diferentes etapas
do processo, incluindo a escolha do tipo e do estadio fisioldgico do explante, os procedimentos
de descontaminagdo, a composi¢do do meio de cultura, as concentragdes de reguladores de
crescimento vegetal e as condi¢des ambientais de cultivo, como temperatura, fotoperiodo e
intensidade luminosa. A interacdo entre esses fatores influencia diretamente a sobrevivéncia
dos explantes, a taxa de multiplicacdo e o padrdo de desenvolvimento das plantas regeneradas
(George et al.,2008; Pierick et al.,1997).

Dentre as etapas do cultivo in vitro, o estabelecimento inicial da cultura ¢ considerado
uma das mais criticas, uma vez que esta diretamente relacionado a eficiéncia dos protocolos de
assepsia e a eliminacdao de contaminantes endogenos e exogenos. A auséncia de padronizagdo
nos métodos de descontaminacao frequentemente resulta em elevadas taxas de contaminacao,
comprometendo a reprodutibilidade dos experimentos e limitando a aplica¢do pratica dos
protocolos desenvolvidos (Azofeifa-Bolanos et al., 2019 Leifert et al., 2001).

No caso de espécies ornamentais tropicais, como aquelas pertencentes a familia
Araceae, a adaptagdo de protocolos desenvolvidos para outros géneros ou espécies nem sempre
¢ eficiente, em razao das particularidades anatomicas e fisiologicas dos tecidos vegetais. Assim,
torna-se necessdria a elaboracdo de protocolos especificos, capazes de otimizar o
estabelecimento, a multiplicagdo e o desenvolvimento das plantas em condigdes in vitro

(Rout,2006)

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Estabelecer protocolo para cultivo in vitro de da planta 7'xanadu.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a eficiéncia do protocolo de desinfestagdo de explantes de 7. xanadu para o
estabelecimento de culturas assépticas in vitro.

b) Analisar a ocorréncia de contaminagdo e oxidacdo fendlica durante a fase inicial de
estabelecimento das culturas.

¢) Verificar o desenvolvimento e o crescimento dos explantes durante o cultivo in vitro.

d) Determinar a viabilidade da micropropagacao de 7. xanadu como método para obtengdo de
mudas clonais em condigdes assépticas especificas.

3. MATERIAI E METODOS

3.1 Materiais utilizados na preparac¢ao de meio de cultura e clonagem in vitro

Nas etapas de preparacdo do meio de cultura e clonagem vegetal in vitro, foram
utilizados materiais, equipamentos e dispositivos de biosseguranca comumente empregados em
laboratorios de Biotecnologia vegetal, assegurando precisao experimental, condi¢des assépticas

e seguranca dos operadores.

Os materiais empregados na preparagao do meio de cultura incluiram panela e fogao,
utilizados para o aquecimento inicial e dissolu¢cdo dos componentes do meio; balanca analitica,
para a pesagem precisa dos reagentes; béqueres, empregados na preparacao e homogeneizacao
das solugdes; espatula e colher, para manipulagdo de reagentes solidos; pipetas e ponteiras
descartaveis, para a medicao e transferéncia de solucdes liquidas; frascos de vidro com tampa,
destinados ao acondicionamento do meio de cultura; papel filme, utilizado para vedagdo dos
recipientes; e racks (raques), para organizacdo dos frascos durante as etapas de preparo e

esterilizacao.
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O pH do meio de cultura foi monitorado e ajustado por meio de um pHmetro, garantindo
a estabilizagao do pH conforme as exigéncias do cultivo in vitro. Para o ajuste do pH, foram
utilizados reagentes especificos, como solu¢des de hidroxido de sédio 0,1 mol/L (NaOH) e

acido cloridrico 0,1 mol/L (HCl), adicionados gradualmente até a obtencao do valor desejado.

A esterilizagdo do meio de cultura e dos materiais reutilizaveis foi realizada em
autoclave, assegurando a eliminacdo de microrganismos contaminantes € proporcionando

condigoes assépticas adequadas para o cultivo dos explantes.

Na etapa de clonagem vegetal, foram utilizados bisturis esterilizados para a excisao dos
explantes, placas de Petri para a manipulagdo do material vegetal, velas para a criacdo de
corrente de ar ascendente durante o processo de inoculacao, além de recipientes apropriados
para o descarte de residuos contaminados e materiais perfurocortantes, em conformidade com

as normas de biosseguranca vigentes (Garcia et al., 2018).

Durante todas as etapas experimentais, foram adotadas praticas de biosseguranga, com o
uso obrigatério de equipamentos de protecao individual (EPIs), incluindo jaleco, touca e propé,
a fim de reduzir riscos de contaminagdo do material biolégico e garantir a seguranga dos
operadores. Todos os procedimentos foram conduzidos em ambiente previamente higienizado e

seguindo os protocolos padrao de laboratorio.

3.2 Método experimental

3.2.1 Selecdo e manutengdo das plantas matrizes

O primeiro passo do protocolo consistiu na selecdo das plantas matrizes destinadas a
clonagem vegetal. Foram escolhidas plantas vigorosas, isentas de doencas, pragas ou sintomas
fisioldgicos aparentes, apresentando bom desenvolvimento vegetativo e qualidade fitossanitéria

adequada, a fim de garantir maior eficiéncia no processo de clonagem in vitro.

As plantas matrizes (plantas-mae) selecionadas foram mantidas em estufa, sob condi¢des
controladas de cultivo, incluindo manejo adequado de irrigagdo e adubagdo, além do
monitoramento e controle de pragas. Essa etapa teve como objetivo assegurar a sanidade do
material vegetal e reduzir a possibilidade de contaminac¢des durante as fases subsequentes do

cultivo in vitro.
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O manejo nutricional foi realizado com fertilizante comercial Jardim com Flores®,
enquanto o controle fitossanitario incluiu a aplicagdo dos produtos Colosso®, Malathion® e
6leo de Nim, com o objetivo de reduzir a presenca de pragas e microrganismos associados ao
material vegetal. Apos esses procedimentos, observou-se aumento no vigor vegetativo e
crescimento mais uniforme das plantas doadoras de explantes, favorecendo a obtencdo de
material vegetal em melhores condi¢des para o processo de desinfestacdo e estabelecimento in

vitro. A Figura 4 apresenta o aspecto das plantas no momento da chegada ao laboratério.

Figura 4. T'xanadu matriz.

Fonte: Autor proprio.

3.2.2 Preparacao de meio de cultura

Apos a selecdo das matrizes, as atividades foram conduzidas em ambiente laboratorial
para a preparagdo dos meios de cultura utilizados nas etapas de estabelecimento e multiplicacao.

Os meios foram formulados com base em valores referentes ao preparo de 1 litro de meio.
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Para o estabelecimento in vitro, utilizou-se meio de cultura composto por 6 mL de adubo
comercial Jardim com Flores® (Tabela 1), 6 g de agar, 25 g de sacarose, 1 mg-L™' de 6-
benzilaminopurina (BAP), 0,1 mg-L™ de acido naftalenoacético (ANA) e 2,5 mL de Kathon®
como agente bactericida/fungicida. O pH do meio foi ajustado para 6,0. O pH do meio foi
ajustado para 6,0, utilizando-se pHmetro e reagentes apropriados para correcao. antes da
autoclavagem. O uso de Kathon® no meio de cultura permitiu a manipulacdo dos meios sem a

necessidade de cabine de seguranca bioldgica.

Para a fase de multiplicacao, utilizou-se meio de cultura com a mesma composi¢ao basica,
contendo 6 mL de adubo comercial Jardim com Flores®, 6 g de 4gar, 25 g de sacarose, 1| mg-L™
de BAP, 0,5 mg-L! de ANA e 2,5 mL de Kathon®, com pH ajustado para 6,0. O aumento da
concentracdo de ANA nessa etapa teve como objetivo favorecer o desenvolvimento e a

multiplicagdo das brotagdes formadas.

Tabela 1. Composic¢ao nutricional do adubo liquido “Jardim com flores “

Nutriente Forma Concentracao (%)
Nitrogénio (N) Solucdo em agua 6,5
Foésforo (P20s) Solavel em CNA + 5,5
Potéssio (K) Soltvel em Agua 6,0
Calcio (Ca) Solaivel em Agua 3,3
Magnésio (Mg) Solaivel em Agua 1,4
Enxofre (S) Soltvel em Agua 1,8
Boro (B) Soltvel em Agua 0,12
Ferro (Fe) Solaivel em Agua 0,14
Manganés (Mn) Soltvel em Agua 0,08
Zinco (Zn) Soltvel em Agua 0,12

Fonte: Adaptado do rotulo do fertilizante jardim com flores.

Inicialmente, os reagentes solidos e liquidos foram pesados € medidos com auxilio de
balanca analitica e pipetas graduadas, respectivamente. Em seguida, os componentes foram
diluidos em 1 litro de 4gua, em um béquer, sob agita¢do até completa homogeneizagao. O pH

do meio foi ajustado para 6,0, utilizando-se pHmetro e reagentes apropriados para corre¢ao.

Apds a homogeneizagdo e ajuste do pH, a solucdo foi transferida para uma panela e
submetida ao aquecimento em fogo alto, permanecendo em fervura por aproximadamente 7

minutos, com o objetivo de promover a completa dissolug¢ao do agar.
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Apos a fervura, o meio ainda liquido foi distribuido em frascos de vidro (tubos de ensaio
de vidro) de 60ml, 25x150mm de vidro borossilicato previamente higienizados, foi colocado 12
ml de meio por frasco os quais foram fechados adequadamente e organizados em racks para
facilitar o manuseio. Posteriormente, os frascos contendo o meio de cultura foram submetidos
ao processo de esterilizacdo em autoclave, permanecendo por 20 minutos sob temperatura de
125 °C. Concluido o processo de esterilizacdo, o meio de cultura foi retirado da autoclave e
deixado em repouso até o completo resfriamento e solidificacdo. Em seguida, os frascos foram
armazenados em sala com ambiente controlado, equipada com ar-condicionado, permanecendo

reservados até o momento da inoculagdo dos explantes (Figura 2).

Figura 2. Tubos de ensaio de vidro com 12 ml de meio

Fonte: Autoria propria.

3.2.3 Extracdo, descontaminagao e inoculac¢do dos explantes

ApOs a preparagdo, esterilizagdo e solidificacdo do meio de cultura, procedeu-se as
etapas de extracao, descontaminacao e inoculacdo dos explantes. O material vegetal foi obtido
a partir das plantas matrizes previamente selecionadas ¢ mantidas em estufa sob condig¢des

controladas de cultivo, conforme descrito anteriormente.
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Inicialmente, os brotos foram submetidos a uma limpeza manual, na qual foram
removidas as partes secas, danificadas ou mortas, com o objetivo de reduzir a carga inicial de
contaminantes e selecionar tecidos vegetais vidveis para o cultivo in vitro. Em seguida, o
material vegetal foi imerso em alcool etilico a 70% (v/v) por um periodo de 1 minuto, visando
a desinfestagao superficial. Apos esse tratamento, os brotos foram lavados em agua previamente

autoclavada por 5 minutos, para a remogao de residuos do alcool (Figura 3 A e B).

Na sequéncia, foram retiradas as gemas (Figura 3C), sem a realizagdo de uma limpeza
final nessa etapa, e os explantes foram submetidos a desinfec¢ao quimica por meio da imersao
em solu¢do de hipoclorito de so6dio a 0,5% (v/v), preparada a partir de solu¢do comercial
contendo aproximadamente 2,5% de cloro ativo acrescida de quatro gotas de Tween 20,
utilizado como agente tensoativo, permanecendo nessa solug¢do por 15 minutos. Apos o periodo
de desinfec¢do, os explantes foram novamente lavados em dgua autoclavada por 5 minutos, com
o intuito de eliminar residuos do agente desinfetante. Posteriormente, as gemas laterais foram
extraidas com o auxilio de pingas e bisturi previamente esterilizados. As gemas obtidas foram
entdo imersas em uma solugdo antioxidante final composta por 500 mL de dgua autoclavada,
0,5 mL de Kathon® e 0,2 mL de 4cido ascorbico, permanecendo nessa solugao por 5 minutos,
com o objetivo de minimizar a oxida¢do dos tecidos vegetais e reduzir o escurecimento dos

explantes.

A inoculacdo foi realizada em condi¢des assépticas, utilizando-se equipamentos de
protecao individual, como jaleco, touca e sapatilha propé, além da higienizacdo prévia do
ambiente e dos materiais. Durante o procedimento, utilizou-se uma vela acesa para a criagao de
corrente de ar ascendente, contribuindo para a reducgdo do risco de contaminagdo ambiental. As
gemas foram cuidadosamente inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio de cultura
previamente preparado e esterilizado, garantindo contato adequado entre o explante e 0 meio

nutritivo.

Durante a inoculagdo, foi utilizado spray contendo solu¢do de hipoclorito de sédio a
0,5% (v/v), preparada a partir de solu¢do comercial contendo aproximadamente 2,5% de cloro
ativo aplicado no ambiente como medida auxiliar de controle microbiologico. Apds a
inocula¢do, os tubos de ensaio foram vedados com plastico filme, devidamente identificados e

organizados em racks.

Os explantes inoculados foram mantidos em ambiente de temperatura controlada a 22°C,
e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. O material foi monitorado periodicamente

para avaliacdo da ocorréncia de contaminagdes e do desenvolvimento inicial dos explantes.
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Apobs o estabelecimento e crescimento dos tecidos vegetais, realizou-se a troca do meio de

cultura conforme a necessidade experimental.

Figura 3. A - T'xanadu em cortes para extracdo de gemas. B - T xanadu ap6s a extra¢do das gemas. C - Gemas de
T xanadu.

Fonte: Autoria propria.

4. RESULTADOS

Antes do estabelecimento in vitro, as plantas-mae, utilizadas como fonte de explantes
foram mantidas sob condi¢des controladas de cultivo, incluindo manejo nutricional e tratamento
fitossanitario, visando melhorar o estado fisioldgico e sanitario do material vegetal, conforme
recomendado por gonzéles,2012. As mudas, adquiridas em viveiros comerciais, apresentavam
inicialmente crescimento reduzido, folhas pouco lobadas, peciolos mais curtos e menor porte

vegetativo.

Apb6s o periodo de manejo nutricional e fitossanitirio, observou-se melhora no
desenvolvimento vegetativo das plantas-mae, caracterizada pelo aumento do porte, maior

expansdo foliar e incremento no numero de folhas. De modo geral, as plantas apresentaram



21

melhor vigor e uniformidade de crescimento, indicando condigdes fisiologicas mais adequadas
para a obten¢do de explantes. Dessa forma, foi possivel obter plantas doadoras em condi¢des

satisfatorias de sanidade e desenvolvimento para o estabelecimento in vitro.

A etapa seguinte consistiu no estabelecimento de culturas assépticas. Apesar do
tratamento fitossanitario das plantas-mae e da aplicacdao de diferentes métodos de desinfec¢ao
nos explantes, foi observada a ocorréncia de contaminag¢dao durante o cultivo in vitro. A
porcentagem de assepsia foi avaliada aos 7 dias apos a inoculagdo dos explantes em meio de
cultura. A primeira avaliacao foi realizada por corresponder ao periodo minimo necessario para
a deteccdo visual de contaminagdes causadas por microrganismos, como fungos, bactérias ou
leveduras. No entanto, ndo foi realizada a identificacdo especifica dos microrganismos

contaminantes observados durante o experimento.

Durante o estabelecimento in vitro, foram inoculadas 37 gemas, das quais 12
apresentaram contaminag¢do, correspondendo a 32,43% de contaminagdo. As demais 25 gemas
permaneceram assépticas, representando 67,57% dos explantes inoculados. Os dados estdo

apresentados na figura 5.

Aos 14 dias apds a inoculagdo dos explantes em meio de cultura, observou-se reducao
na contaminac¢do em relacdo a avaliacdo inicial. Nessa etapa, permaneceram 25 gemas em
cultivo, das quais 4 apresentaram contaminacao (16%), enquanto 21 permaneceram assépticas
(84%), demonstrando a manutencdo da viabilidade da maioria dos explantes estabelecidos in

vitro. Os dados referentes a essa avaliagdo estdo apresentados na figura 5.

Figura 5. Assepsia das gemas 7 e 14 dias apos a inoculagdo. Um total de 37 gemas foram inoculadas no inicio
do experimento.
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Fonte: Autor proprio.

Apos a fase critica de estabelecimento in vitro, marcada pela contaminagao observada
nos primeiros 14 dias de cultivo e pela oxidagdo registrada até aproximadamente 16 dias, as
gemas vidveis passaram para a fase de crescimento e multiplicagdo. Nessa etapa, as culturas
permaneceram em desenvolvimento no meio de cultura, apresentando crescimento vegetativo e
manutencao da viabilidade dos explantes. Essa fase teve duragdo aproximada de 45 dias a partir

da extragdo dos explantes.

Apds aproximadamente 45 dias de cultivo, observou-se, por meio das imagens
registradas, crescimento evidente dos explantes e inicio da multiplicagdo vegetativa. O
desenvolvimento das gemas foi caracterizado pelo aumento do tamanho dos tecidos e pela

formacao de novas brotagdes no meio de cultura (Figura 6A).

Apos esse periodo, foi realizado um corte dos explantes com o objetivo de induzir a
multiplicagdo, a fragmentagdo dos explantes ¢ uma pratica comum na micropropagacao, pois a
remog¢ao da dominancia apical estimula a formagao de novas brotagdes ¢ aumenta a taxa de
multiplicagdo in vitro (George et al.,2008 Hartmann et al., 2011)sendo um procedimento comum
em protocolos de micropropagacao, no qual a fragmentagdo do material vegetal estimula a
formacdo de novas gemas e brotagdes devido a quebra da dominancia apical e a redistribui¢do

dos reguladores de crescimento vegetal. (Figura 6B).

Ap0s o corte dos explantes para indugdo da multiplicagdo, as culturas permaneceram por
mais 60 dias em ambiente controlado, totalizando 110 dias de cultivo (Figura 6C), mantidas em
meio de multiplicacdo, conforme descrito na secdo de Materiais e Métodos. Durante esse
periodo, as plantas permaneceram em desenvolvimento e ndo foram observadas contaminacdes
tardias nas culturas estabelecidas, indicando a estabilidade das condigdes assépticas apos a fase

inicial de estabelecimento. in vitro

Ao final do periodo de cultivo, observou-se que os explantes apresentaram boa
multiplicagdo apds 110 dias (Figura 6), sem registro de novas contaminagdes, sendo observado
principalmente o crescimento e desenvolvimento das brotagcdes formadas. A auséncia de
contaminagoes tardias indica a estOabilizacdo das culturas in vitro apos a fase inicial de

estabelecimento, considerada a etapa mais critica da micropropagacao (George et al.,2008).

Durante essa fase, a multiplicacdo das brota¢des ocorreu no meio de cultura descrito na

secdo de Materiais e Métodos, favorecendo o desenvolvimento vegetativo dos explantes e a
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formagdo de novas unidades propagativas. A fragmentacdo dos explantes e o cultivo em meio
de multiplicagdo sdo praticas amplamente utilizadas na cultura de tecidos vegetais, pois
estimulam a produgdo de brotacdes e aumentam a taxa de propagacdo clonal ((George et

al.,2008; Hartmann et al., 2011).

Figura 6. Explantes em crescimento apos 45 dias (A), 50 dias (B) e 110 dias (C).

L7 £

| g i

Fonte: Autor proprio.

Ap0s essa etapa, as plantas foram individualizadas para continuidade do crescimento,
procedimento comum em protocolos de micropropagacao, no qual as brota¢des formadas sdo
separadas para permitir o desenvolvimento independente das mudas. Essa fase ¢ fundamental
para a obtengao de plantas completas e aptas para etapas posteriores de aclimatizagdo e produgao
de mudas (Hartmann et al., 2011; Taiz et al., 2017). Nao se sabe ao certo a quantidade de mudas

final, em outros experimentos e fazendo uma perspectiva acreditamos que o numero cheguei até

4.000 plantas.
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5. DISCUSSAO

Embora T xanadu apresente elevado valor ornamental e ampla utilizagdo comercial,
observa-se uma escassez significativa de estudos cientificos que descrevam, de forma detalhada
e padronizada, protocolos especificos de cultivo in vitro para essa espécie. A maioria dos
trabalhos disponiveis na literatura aborda o género Thaumatophyllum de forma geral ou
concentra-se em outras espécies da familia Araceae, o que limita a aplicabilidade direta desses

protocolos para 7. xanadu (McConnell et al., 2003; Rout., et al 2006).

Além disso, muitos dos protocolos descritos apresentam informagdes incompletas,
especialmente no que se refere as etapas de descontaminagdo dos explantes, as concentracdes
dos agentes quimicos empregados e as condi¢cdes ambientais de cultivo. Essa limitacdo dificulta
a reprodutibilidade dos resultados e compromete a transferéncia das técnicas do ambiente

laboratorial para a escala comercial (Azofeifa-Bolanos et al., 2019 Leifert et al., 2001).

Dessa forma, a escassez de protocolos especificos e padronizados para 7. xanadu
representa um entrave cientifico e técnico para a adocao da micropropagacgdo dessa espécie em
sistemas produtivos comerciais. Estudos voltados ao desenvolvimento, avaliagdo e otimizacao
de metodologias de cultivo in vitro, com énfase nas etapas de estabelecimento e
descontaminacdo, tornam-se, portanto, fundamentais para aumentar a eficiéncia, a
reprodutibilidade e a viabilidade econdmica do processo, contribuindo para o fortalecimento da

cadeia produtiva de plantas ornamentais.

A contaminacdo observada durante o estabelecimento in vitro ¢ um dos principais
desafios da cultura de tecidos vegetais, especialmente na fase inicial de introducao dos explantes
em meio de cultura. No presente estudo, a taxa de contaminagdo inicial observada (32,43%)
indica que, embora o protocolo de desinfestacdo tenha sido realizado , ainda houve a presenca

de microrganismos associados ao material vegetal.

Mesmo com o tratamento fitossanitario prévio das plantas-mae, a contaminacao pode
ocorrer devido a presenca de microrganismos epifiticos e endofiticos, que nem sempre sdo
completamente eliminados pelos agentes desinfetantes utilizados. Esse fenomeno ¢

frequentemente relatado em espécies ornamentais tropicais, nas quais a estrutura dos tecidos
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vegetais, a presenca de microrganismos endofiticos e a interagdo com o ambiente favorecem a
colonizagdo microbiana e a ocorréncia de contaminagdes em cultivo in vitro (George et al.,

2008; Leifert et al., 2001)

A porcentagem de assepsia obtida (67,57%) demonstra que o protocolo de desinfestacdo
adotado foi capaz de estabelecer a maioria dos explantes em condi¢des assépticas, permitindo a
continuidade do cultivo in vitro. Resultados semelhantes sdo descritos em estudos de
micropropagacao, nos quais a obten¢ao de taxas intermediarias de assepsia ¢ comum na fase
inicial de estabelecimento, taxas que sdo comuns e¢ a média em todos os estudos, sendo

considerada uma das etapas mais criticas do processo( Leifert et al., 2001).

Além disso, a avaliacdo realizada aos 7 dias ap6s a inoculagdo mostrou-se adequada para
a detecg¢do inicial de contaminagdes, uma vez que o crescimento microbiano em meio de cultura

geralmente se torna visivel nesse periodo.

Essa redugdo pode estar associada a eliminacao inicial dos explantes contaminados ¢ a
estabilizacao das culturas estabelecidas, uma vez que a maioria das contaminagdes em cultura
de tecidos vegetais ocorre nos primeiros dias ap6s a inoculagdo. Apos esse periodo inicial, os
explantes que permanecem assépticos tendem a apresentar maior estabilidade no meio de

cultura.

Os resultados obtidos indicam que o protocolo de desinfestacao utilizado foi eficaz para
o estabelecimento da maior parte dos explantes, permitindo a continuidade do cultivo in vitro.
Esse comportamento ¢ frequentemente relatado em estudos de micropropagacao, nos quais a
fase de estabelecimento ¢ considerada critica devido a elevada suscetibilidade a contaminagao
microbiana.  Esses microrganismos se desenvolvem rapidamente no meio de cultura,

competindo por nutrientes € comprometendo o desenvolvimento dos explantes (Figura 7).

Figura 7. Explantes contaminados ap6s 7 dias de inoculagao.
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Fonte: Autor proprio.

Nos casos em que a contaminagdo se apresentou de forma mais severa, ndo foi realizada
descontaminacdo tardia das culturas, devido a baixa possibilidade de aproveitamento dos
explantes contaminados. Dessa forma, optou-se pelo descarte do material contaminado,
evitando a propagacdo de microrganismos e garantindo a manutenc¢ao das culturas assépticas

obtidas no experimento.

Durante o estabelecimento in vitro, observou-se a ocorréncia de oxidagdo em parte dos
explantes, evidenciada pelo escurecimento dos tecidos e do meio de cultura. Ao todo, cinco
gemas apresentaram oxidacdo, porém inicialmente permaneceram vidveis. Nesses casos, foi
necessaria a troca do meio de cultura apos 16 dias de cultivo, a fim de reduzir os efeitos dos
compostos fendlicos liberados pelos tecidos vegetais. Entre os explantes submetidos a troca de
meio, um nao sobreviveu, enquanto os demais permaneceram em desenvolvimento. A oxidagao
em culturas in vitro esta geralmente associada a liberagdo de compostos fenolicos apos o
ferimento do material vegetal durante a excisdo dos explantes, podendo interferir no

desenvolvimento das culturas ((George et al., 2008; Leifert et al., 2001 ).

Diversos estudos relatam a importancia do uso prévio de fungicidas e bactericidas no
processo de desinfec¢do de explantes vegetais, especialmente na etapa de estabelecimento in

vitro. Chen et al. (2012), por exemplo, realizaram o tratamento das plantas-mae com Ridomil®
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¢ Mancozeb® uma semana antes do inicio da desinfestacdo. De forma semelhante, Blanco e
Valverde (2004) e Lara-Ascencio et al. (2021) submeteram os explantes a exposicao a
fungicidas e antibioticos, como Benlate®, Agri-mycin® ou Tokat®, por aproximadamente 30

minutos, visando reduzir a carga microbiana associada ao material vegetal.

Esses relatos reforgcam que o controle fitossanitario prévio e a desinfec¢do quimica dos
explantes constituem etapas fundamentais para o sucesso do estabelecimento de culturas
assépticas, embora a eliminagdo total de contaminantes nem sempre seja possivel, como

observado no presente estudo.

Em relacdo ao uso do etanol no processo de desinfestacdo, diferentes concentragdes sao
descritas na literatura. Blanco e Valverde (2004) utilizaram etanol a 95% (v/v), enquanto Chen
et al. (2012) e Lara-Ascencio et al. (2021) empregaram etanol a 70% (v/v) na desinfeccdo de
explantes vegetais. O alcool etilico ¢ amplamente utilizado como agente bactericida devido a
sua agdo desidratante e a capacidade de reduzir a tensdo superficial da membrana celular,

promovendo a desnaturag¢do de proteinas e a destruicdo de microrganismos.

Embora possa ser utilizado em concentracdes mais elevadas, o etanol apresenta maior
eficiéncia antimicrobiana em concentragdes entre 60% e 80% (v/v), pois a presenga de agua
favorece a penetragdo do composto nas células microbianas (Capra et al., 2020; Pumarola et al.,
1992).Dessa forma, no presente trabalho, conforme descrito nos Materiais e Métodos, foi
utilizada a concentracao de etanol a 70% (v/v) por 1 minuto no processo de desinfestacao dos
explantes, buscando equilibrio entre a eficiéncia antimicrobiana e a preservacao da viabilidade
do tecido vegetal. O alcool ¢ amplamente utilizado na desinfestagdo de explantes vegetais
devido a sua acdo bactericida e desidratante, promovendo a desnaturacdo de proteinas e a
destruicao de microrganismos presentes na superficie do material vegetal Capra et al., 2020;

Pumarola et al., 1992).

Ap0s a etapa inicial de desinfec¢do com alcool 70%, os explantes foram submetidos a
solucao de hipoclorito de sddio associada ao Tween® 20. O hipoclorito de sodio, por sua vez, ¢
um agente oxidante comumente empregado em protocolos de cultura de tecidos vegetais. Em
solu¢do aquosa, forma 4acido hipocloroso (HCIO) e ions hipoclorito (C1O0™), responséveis pela
acdo antimicrobiana. Esses compostos atuam sobre componentes celulares dos microrganismos,
promovendo a degradacao de proteinas, lipidios e material genético, contribuindo para a redugao

da contaminagdo. A adi¢ao de Tween® 20, um surfactante nao i6nico, auxilia na redugao da
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tensao superficial da solugao desinfetante, permitindo maior contato entre o agente quimico e a
superficie do explante, aumentando a eficiéncia do processo de desinfec¢do.(Munoz-Castellanos

etal., 2022).

Assim, a combinagdo de alcool 70%, hipoclorito de s6dio e Tween® 20 constituiu o
protocolo de desinfestagdo adotado neste trabalho, visando reduzir a carga microbiana associada

aos explantes e favorecer o estabelecimento de culturas assépticas.

Mesmo com a adogao de protocolos de assepsia e manejo fitossanitario das plantas-mae,
a ocorréncia de contaminacdo ¢ oxidacdo durante o estabelecimento in vitro ¢ considerada
comum em culturas de tecidos vegetais. A presenga de microrganismos associados ao material
vegetal, especialmente contaminantes endofiticos, e a liberagdo de compostos fenolicos apos o
ferimento dos tecidos durante a obtengao dos explantes sao fatores frequentemente relatados na
literatura como limitantes dessa etapa do cultivo in vitro (George et al., 2008;) Nesse contexto,
os resultados observados no presente estudo reforgam a importancia da otimizagao continua dos
protocolos de desinfestagdao e do manejo dos explantes, abrindo perspectivas para investigagdes
adicionais sobre concentragdes de desinfetantes, tempos de exposi¢do e estratégias para o

controle da oxidag¢ao em culturas in vitro.

O crescimento observado aproximadamente 45 dias apds o estabelecimento in vitro
demonstra a adaptag@o dos explantes ao meio de cultura e as condi¢des controladas de cultivo.
O aumento do tamanho dos tecidos e a formagdao de novas brotagdes indicam que o meio de
multiplicagdo utilizado foi adequado para o desenvolvimento vegetativo das gemas,

favorecendo a continuidade do cultivo in vitro.

A realizagdo do corte dos explantes para indugdo da multiplicagdo constitui uma pratica
comum em protocolos de micropropagacao, uma vez que a fragmentacdo do material vegetal
promove a quebra da dominancia apical e estimula a formag¢do de novas brotagdes. Esse
processo esta associado a redistribui¢do dos reguladores de crescimento vegetal e ao estimulo
da atividade meristematica, resultando no aumento da taxa de multiplicacao clonal (George et

al., 2008; Leifert et al., 2001).

Ap0s o corte, a permanéncia das culturas em meio de multiplicagdo por mais 60 dias,
sem registro de contaminacdes tardias, indica a estabilidade das condi¢des assépticas

estabelecidas apos a fase inicial do cultivo. Esse comportamento ¢ esperado, uma vez que a
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etapa de estabelecimento in vitro ¢ considerada a mais critica da micropropagacao, concentrando

a maior ocorréncia de contaminagdes( George et al., 2008;).

A individualizagdo das brotagdes ao final do periodo de multiplicagdo representa uma
etapa importante do processo de micropropagagao, permitindo o desenvolvimento independente
das plantas e a formacdo de mudas completas. Esse procedimento favorece o crescimento
uniforme das plantas e possibilita a continuidade do cultivo até etapas posteriores, como o

enraizamento e a (,Hartman et al., 2011; Taiz et al., 2017).

De modo geral, os resultados obtidos demonstram que o protocolo de multiplicacdo
adotado foi eficiente para a produgdo de brotacdes e para a manutengdo da viabilidade das

culturas in vitro, contribuindo para a obtencdo de mudas destinadas a propagac¢ao.

6. CONCLUSAO

A micropropagacao de 7. xanadu mostrou-se uma alternativa viavel para a obtencao de
mudas clonais em condi¢des assépticas, desde que associada a um manejo prévio adequado das
plantas-mde e a protocolos eficientes de desinfestagdo dos explantes. O condicionamento
nutricional e fitossanitario das plantas doadoras contribuiu para a obten¢do de material vegetal

mais vigoroso e uniforme, favorecendo o estabelecimento inicial das culturas in vitro.

Durante a fase de estabelecimento, observou-se que a contaminag¢ao foi mais intensa nos
primeiros dias de cultivo, com 32,43% dos explantes contaminados na avaliagdo realizada aos
sete dias apds a inoculacdo. Na avaliacdo realizada aos 14 dias, verificou-se reducao para 16%
de contaminagdo entre as gemas remanescentes, indicando estabilizagdo das culturas assépticas.
Esses resultados confirmam que a fase inicial do cultivo in vitro € a etapa mais critica do

processo de micropropagacdo, sendo determinante para o sucesso das etapas subsequentes.

A ocorréncia de oxidag¢ao fendlica em parte dos explantes demonstrou ser um fator
limitante durante o estabelecimento das culturas, exigindo a substitui¢do do meio de cultura para
reduzir os efeitos dos compostos liberados pelos tecidos vegetais. Apesar disso, a maioria dos
explantes oxidado permaneceu viavel, evidenciando a importancia do monitoramento ¢ do

manejo adequado das culturas durante essa fase.
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Apos aproximadamente 45 dias de cultivo, observou-se crescimento dos explantes e
inicio da multiplicagdo vegetativa, com forma¢do de novas brotacdes. A fragmentacdo dos
explantes para indugdo da multiplicacio mostrou-se eficiente, promovendo a quebra da
dominancia apical e estimulando a formag¢do de novas gemas. Durante os 60 dias subsequentes
em meio de multiplicagao, nao foram observadas contaminacdes tardias, indicando estabilidade

das culturas estabelecidas e eficiéncia das condi¢des assépticas mantidas no cultivo.

A individualizagao das brotacdes permitiu a continuidade do desenvolvimento das
mudas, etapa essencial para a obtencdo de plantas completas e aptas para fases posteriores do
processo de producao de mudas em larga escala. De modo geral, os resultados demonstram que
o protocolo de desinfesta¢do e cultivo in vitro utilizado foi eficiente para o estabelecimento,

multiplicagdo e manutengao de culturas assépticas de 7. Xanadu.

Assim, conclui-se que a cultura de tecidos vegetais constitui uma ferramenta promissora
para a propagacao clonal dessa espécie ornamental, podendo contribuir para a produgdo de
mudas uniformes, em maior escala e com qualidade sanitaria superior aos métodos

convencionais de propagacao.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a realizagdo de novos estudos voltados a
otimizac¢do da etapa de desinfestacdo dos explantes, incluindo a avaliagdo de outros agentes
descontaminantes, como o hipoclorito de calcio e peroxido de hidrogénio, além de diferentes
concentracoes € tempos de exposicdo de desinfetantes ja utilizados. A investigacao de
combinagdes entre agentes quimicos € ajustes no manejo das plantas-mae também pode
contribuir para a reducdo das taxas de contaminagdo e oxidacdo, aumentando a eficiéncia do
estabelecimento in vitro de 7. xanadu. Essas abordagens podem ampliar a padronizagdo de
protocolos de micropropagacao para a espécie e fortalecer sua aplicagdo em escala comercial e

experimental.
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