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Cultura in vitro de embrioes ¢ de gemas de mudas de
pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke).
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento i vitro de embrides e de gemas de mudas de pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke) livres de contaminacoes e de oxidagao fendlica. As gemas foram obtidas da rebrota de mudas cultivadas em viveiro e os
embribes a partir de sementes em diversos estagios de maturagio. Para a assepsia dos explantes foram utilizados dois antibiético
(Ampicilina e Agrimicina), etanol (70%) e hipoclorito de s6dio, em concentracoes e tempo de exposicio variando em funcao do
tratamento. Para o controle da oxida¢io foram utilizados imersio em dcido ascorbico (250 mg/l) e PVP (Polivinilpirrolidona) no
meio Murashige & Skoog (MS). O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente ao acaso com tratamentos e repeticoes
em fungio do tipo de explante. Foi observado 71% de sobrevivéncia e 53% de germinagao de embrides tratados com hipoclorito
de sédio (50% e 2% de cloro ativo) por 10 minutos e inoculados em meio MS contendo 20 mg/l de 4gua de coco apds 45 dias.
As gemas das rebrotas de mudas tratadas com solucio de Sulfato de Estreptomicina (Agrimicina) na concentragio de 500 mg/1
(1h) apresentaram 51% de sobrevivéncia. Quando submetidas ao pré-tratamento com o emprego de bomba a vacuo (180 mmHg)
contendo a Agrimicina (500 mg/l), apresentaram 25% de sobrevivéncia.
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Culture in vitro of rosewood (Aniba rosaeodora Ducke)
embryos ‘seeds and buds explants.

ABSTRACT

This study deals with the establishment in vitro of Aniba rosaeodora Ducke explants, free from fungical and endogenous
contaminations and phenolic oxidation. Bud explants and embryos’ seeds from many maturation stages were used in this trial.
The explants were disinfected with Ampicilin antibiotic, Streptomicine Sulphate (Agrimicina), etanol (70%), sodium bipoclorite
in many concentrations and exposure time acording to the type of explant. For the phenolic oxidation control, the immersion on
ascorbic acid and PVP (Polyvinilpirrolidone) in culture medium were used. The explants were inoculated in MS medium. The
statistical design was the completely randomized and the treatments and repetitions varied according to the type of explant
adopted. After 45 days, 100% of survival and 53% of germination in embryos were observed, which had been desinfested by
sodium hipoclorite (50%) for 10 minutes and inoculated in MS medium, supplemented with 20 ml of coconut water. Satisfactory
results (51% of survival) were observed in bud s explants, which had been treated by immersion in 300 mg.lI"' of Agrimicina and
25% when submitted in 500 mg.I" on vacuum pre-treatment.
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INTRODUCAO

O pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) é uma espécie de
notédvel valor econdmico, devido o potencial econdmico do 6leo
obtido por destilagao das folhas, galhos, madeira e raizes, produto
com grande demanda no mercado nacional e internacional devido
a0 seu uso como fixador na indastria de perfumes.

O corte indiscriminado de todos os individuos adultos
em idade de reproducio além de causar a erosao genética,
impossibilitou a regeneracao natural, causando uma drastica
reducao das populacoes naturais, fato que levou o IBAMA a
inclui-la na lista de espécies ameagadas de extingao.

Estudos indicam que a propagacao do pau-rosa é vidvel
por sementes (Aratjo, 1967; Rosa et al., 1993), estacas (Sampaio,
1988) e por mudas de regeneracao natural (Alencar & Araujo,
1980; Sampaio et al., 2000). Entretanto, a baixa e irregular
producao de sementes aliado a elevada predagio por passaros,
insetos e roedores, tem limitando a producao de mudas
visando a recomposicio das populacoes naturais e os plantios
ex-situ (Ohashi et al., 1995). O desenvolvimento de técnicas
de reproducao, a exemplo da cultura de tecidos, constitui-se
numa alternativa de reproducio de genotipos superiores.

A cultura de tecidos consiste num conjunto de técnicas
nas quais um explante € isolado e cultivado sob condi¢oes de
plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (Cestari, 1975;
Hartman & Kester, 1990; FAO, 1993; Pasqual et /., 1998). Assim,
diversas partes da planta como gemas, meristemas apicais,
embrides, segmentos de caule, extremidade de raizes e outras,
podem ser cultivadas iz vitro em meio nutritivo apropriado
em ambiente asséptico (Grattapaglia & Machado, 1998).

Por estarem alojados em ambiente asséptico dentro da
semente, os embrioes sao considerados fontes de explante que
apresentam baixos indices de contaminagio (Pierik, 1997; Hu &
Ferreira, 1998). Por meio do cultivo in vitro pode-se determinar
as necessidades nutricionais e fisiologicas dos embrides; superar
a dorméncia em certos tipos de sementes em virtude da
imaturidade do embrido ou da presenga de substincias inibidoras
no endosperma e obter fonte de explantes com tecido de elevada
totipoténcia (Henao, 1991; Pierik, 1997; Hu & Ferreira, 1998).

Alguns fatores sio levados em consideracio na cultura de
embrides, como escolha do meio adequado, utilizacao dos
reguladores de crescimento, a liberacao de compostos fenélicos,
estagio de desenvolvimento do embrido e condiges da planta
matriz (Pierik, 1997; Andrade, 1998 ; Pasqual et al., 1998).

Dependendo do seu crescimento e desenvolvimento, as
exigéncias nutricionais sao diferenciadas para promover o
crescimento in vitro dos embrioes (Pasqual & Pinto, 1988;
Ribeiro et al., 1997). Embrides imaturos necessitam de 8 a 12%
de sacarose, sais minerais e vitaminas (Pasqual & Pinto, 1988;
Henao, 1991), enquanto os embrides maduros requerem de 2
a3% de sacarose, germinam e crescem em meio inorganico
(Hu & Ferreira, 1998; Pierik, 1997). As maiores concentragoes
de sacarose para embrides imaturos deve-se as caracteristicas
heterotroéficas destes, enquanto que os embrides maduros sio
quase autotroficos (Hu & Ferreira, 1998).

CULTURA IN VITRO DE EMBRIOES E DE GEMAS
DE MUDAS DE PAU-ROSA (ANIBA ROSAEODORA DUCKE).

Aagua de coco pode ser usada como suplementagao do
meio de cultura, fornecendo agicares e outros glicidios,
aminodcidos e suas amidas, fitormonios e outros metabolitos,
como forma de suprir as exigéncias nutricionais dos embrides,
em especial, os imaturos (Henao, 1991; Roca & Mroginski,
1991; Hu & Ferreira, 1998). O uso de reguladores de
crescimento associados com a auséncia de luz (escuro por 15
dias ) e temperatura entre 22 a 28°C aceleram o processo de
desenvolvimento dos embrides e evitam a oxidagio (Pierik,
1997; Hu & Ferreira, 1998).

Em diversas espécies florestais tem-se obtido resultados
que indicam a possibilidade de obten¢ao, num curto espago
de tempo, de grandes quantidades de novas plantas a partir de
um Unico explante em subcultivos periédicos. A propagacao
in vitro do pau-rosa torna-se uma alternativa para conservagao
e utilizacao do potencial econdmico desta espécie, por meio
da multiplicacao de gendtipos selecionados, disponibilizando
ao produtor mudas para plantios ex-situ e enriquecimento de
florestas nativas.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar técnicas de
assepsia de embrioes e gemas apicais de mudas de pau-rosa
cultivadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os embrioes retirados das sementes em diversos estigios
de maturagio, foram imersos por uma noite em Benomyl (300
mg/l). Na cimara de fluxo laminar, foram imersos em etanol
(70%) acrescido de Tween-20 por um minuto e trinta segundos,
seguido de hipoclorito de sodio (50%) por 10 minutos,
seguidos das trés lavagens em 4gua destilada e autoclavada. A
seguir foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio
de Murashige & Skoog (1962), com pH ajustado em 6,2 e adigao
de 0,5 g/l de antioxidante PVP (Polivinilpirrolidona), 1,8 g/l de
fitagel, 4gua de coco (0, 10, 20 ml) e sacarose (0, 5, 10 e 15%)
para estimular a germinacio. O experimento contou com 12
tratamentos, com 10 repeticoes por tratamento. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e comparaciao de média
dos tratamentos pelo teste de Tukey.

Os experimentos foram instalados no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Embrapa Amazonia Ocidental,
localizado no Km 29 da Rodovia AM-010, Manaus, AM.

As gemas axilares e terminais foram obtidas das rebrotas
das mudas cultivadas em casa de vegetacio da Embrapa
Amazonia Ocidental. No periodo de 180 dias que antecederam
ainstalacao dos experimentos in vitro, a cada 15 dias as mudas
foram tratadas com fungicida Benlate 500 (metil-1
(butilcarbomil)-2-benzimidazol carbamato) na concentracao de
3 g/l. A cada trés meses foram realizadas adubagoes de NPK na
proporcaode 1:2:1.

No primeiro experimento, o pré-tratamento foi realizado a
partir da imersao das gemas em Benomyl (400 mg/l) por 12
horas. Na seqiiéncia, foram imersos em Agrimicina (0, 300, 400
e 500 mg/l), etanol (70%) com Tween-20 por 90 segundos e
em hipoclorito de s6dio (10%) por 10 minutos e lavadas em
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agua destilada. Os explantes foram inoculados em meio MS
com suplementacio de sacarose a 3% e agar a 0,7%. Este
experimento contou com 4 tratamentos e 10 repetigoes.

No segundo experimento foi combinado Agrimicina com
o antibiético Ampicilina. O pré-tratamento consistiu na
imersao por 48 h em Benomyl (400 mg/l). Em seguida, o
material recebeu tratamento com bomba a vicuo em solugio
combinada entre Agrimicina (0,300, 500 mg/l) e Ampicilina (0,
300, 500 mg/l). Posteriormente, os explantes passaram pelo
processo normal de desinfesta¢dao, com etanol (70%) com
Tween-20 por 90 segundos e hipoclorito de sédio (20% e 2%
de cloro ativo) por 10 minutos. O meio adotado foi o MS
com suplementagao de sacarose a 3% e agar a 0,7%. Foram
testados 7 tratamentos com 10 repetigoes.

Os dados foram submetidos a andlise de variincia e
comparac¢io de médias dos tratamentos pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A anilise de varidncia revelou que existem diferencas
significativas entre os tratamentos para a porcentagem de
germinacgio dos embrioes e sobrevivéncia (Tabela 1). Observa-se
que o tratamento 3, nao apresentou contaminacao flingica e
bacteriana, resultando na maior porcentagem de sobrevivéncia
(100%) dos embrides inoculados apds 45 dias. Os tratamentos 4,
6,7 e 10apesar da contaminacio por fungos (19 a 58%) e bactérias
(0a3%) apresentaram as maiores porcentagens de germinacio
dos embrides (34 a 53%). A germinacio de embrioes assépticos i
vitro se constitui um fato promissor para propagagio desta
espécie. Considerando que a assepsia e 0 manuseio das sementes
durante a retirada dos embriées podem ser otimizados, a
contaminacdo flingica e bacteriana podera ser reduzida,
aumentando a probabilidade da propagacao in vitro do pau-rosa.

CULTURA IN VITRO DE EMBRIOES E DE GEMAS
DE MUDAS DE PAU-ROSA (ANIBA ROSAEODORA DUCKE).

O controle da oxidacao em explantes cultivados in vitro é
de fundamental importancia para o sucesso da cultura. As
diferencas significativas entre as médias de porcentagem de
oxidacio (5% Tukey), revelam que os tratamentos 4 e 12 foram
mais eficientes para reduzir a oxidacao dos embrides pela menor
liberagao de fenois no momento da inoculagio (Tabela 1). Deve-
se considerar que o alto teor de substancias fenodlicas liberadas
pelos embrides de pau-rosa, pode estar associado com a
habilidade técnica e o tempo no isolamento de embrides no
momento da excisao. Estudos revelam que a oxidagao fenélica
foi limitante no estabelecimento da cultura de embrioes
imaturos de manga (Mangifera indica), recomendando-se a
troca constante de meio de cultura e o uso de antioxidantes
(Rodriguez, 1989). Outros estudos indicam que a manutengio
das culturas no escuro por 7 a 15 dias reduz a oxidagao fendlica
de embrides e endosperma de andiroba (Carapa guianensis)
(Amaral et al., 1997).

Ap6s 45 dias, foi observado que existem diferencas
significativas entre as médias de porcentagem de germinagio
dos embrides de pau-rosa (Teste de Duncan). O tratamento 4,
com 5% de sacarose, apresentou 53% de germinagdo. Foi
observado primérdios foliares e a formagio de radicula em
explantes dos tratamentos 3, 4, 5, 6, 7, 8 € 9, evidenciando que
as concentragoes de sacarose e dgua de coco favoreceram o
estabelecimento e desenvolvimentos dos embrides de pau-
rosa (Tabela 1).

Foram testados diferentes tipos de assepsia dos embrides
de pau-rosa neste estudo. Embridoes de pau-rosa (Aniba
rosaeodora) submetidos a temperatura de 40°C por 30 minutos
e assepsia com hipoclorito de s6dio por 30 minutos
apresentaram 95% de embrides assépticos (Souza et al., 1997).
Embribes de Cedlrela odorata, apresentaram 100% de germinacio
com assepsia em hipoclorito de sédio (2%) e adicio de 1% de

Tabela 1 - Médias da porcentagem de oxidagio, sobrevivéncia e germinacao dos embrides de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke)

apos 45 dias.

Tratamento Sacarose Agua de Contaminacao Oxidacao Sobrevivéncia Germinacgao
(%) cdco(mg/l) (%) (%) (%) (%)
Fungo Bactéria
1 0 0 28 0 2 abc 72 abc 8c
2 0 10 10 0 3 abc 90 ab 9c
3 0 20 0 0 4 abc 100 a 25 bc
4 5 0 19 3 Oc 71 abc 53 a
5 5 10 30 4 1 bc 70 abc 25 bc
6 5 20 20 0 7a 80 ab 48 ab
7 10 0 58 3 1 bc 42 bc 42 ab
8 10 10 38 3 6 ab 62 abc 18 bc
9 10 20 69 5 1 bc 31 bc 18 bc
10 15 0 19 0 2 abc 81 ab 34 ab
11 15 10 59 6 4 abc 41 bc 19 bc
12 15 20 89 7 Oc 11c 10c

* Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CULTURA IN VITRO DE EMBRIOES E DE GEMAS
DE MUDAS DE PAU-ROSA (ANIBA ROSAEODORA DUCKE).

sacarose em meio de cultura (Gomes et
al.1997). Embri6es imaturos de Coffea

Tabela 2 - Efeito da concentracio de Agrimicina na desinfestacio de rebrota de pau-
rosa cultivadas in vitro.

sp., autilizacio de 0,5% de bicloreto de

mercurio proporcionou 100% de Tratamentos

Agrimicina Tempo

Contaminacao Oxidacdo Sobrevivéncia

embrides assépticos (Andrade, 1998). (mg/l)  (minutos) (%) (%) (%)
Gemas apicais da rebrota de mudas Fungo Bactéria

cultivadas na casa de vegetacio quando 1 0 60 80 a 87 a 6a 0a

cultivadas in vitro apresentaram elevadas 2 300 60 33b  29b 3a 48 c

contaminagdes fungicas e por bactérias 3 400 60 76a 44 b 2a 13 ab

endbégenas (Tabela 2). A menor 4 500 60 4ab  26b 2a 51 c

porcentagem de contaminagio foi obtida

pelo tratamento 2, com 33% de

* Nas colunas, as médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

contaminacio fdingica e 29% de
contaminacdo bacteriana mediante a

imersdo por 1 horaem solucio contendo ~ febrota de pau-rosa.

Tabela 3 - Efeito da concentragdo de Agrimicina e Ampicilina na desinfestagio de

Agrimicinaa 300 mg/, evidenciandoa eficicia

Agrimicina Ampicilina Contaminacdo Oxidac&o Sobrevivéncia

parcial do Sulfato de Estreptomicina parao ~ Tratamentos (mg/l) (mg/l) %) %) %)

estabelecimento x vitro dos explantes —

(Tabela 2). Observa-se que 0 uso de maiores Fungo Bactéria

concentragdes de agrimicina (400e 500mg/ 1 0 0 100a  50a 80a Oa

1) reduziu de maneira significativa a 2 300 0 56ab 50a 68 a 11 ab

contaminagao por bactérias. Entretanto, é 3 300 300 40 b 50 a 73a 18 b

necessirio novos testes envolvendo 4 300 500 59ab 20a 73a 12 ab

maiores concentragoes de antibiotico e g 500 0 40 b 30a 82 a 25 b

tempos (?e e’fpos@o (Tabela 2). y 6 500 300 47ab  40a 74a 9 ab
Aaplicagio quinzenal de fungicidasnas 5 500 50 50ab 50a  78a 8 ab

mudas na casa de vegetacao e a coleta dos
explantes das brotagoes mais recentes
contribuiram para diminuir a incidéncia de bactérias endgenas
em explantes cultivados iz vitro. Estudos indicam que o material
proveniente de mudas mantidas na casa de vegetagio sao ideais
para o cultivo in vitro, por serem menos propensas a
contaminagoes (Wiechetech, 1990). Neste estudo, a dificuldade
daesterilizacao dos brotos apicais e axilares tem sido uma barreira
para cultura in vitro do pau-rosa.

*

O uso de antibidticos, como a Rifampicina, em meio de
cultura visando controlar a contaminacao por bactérias
endbgenas foi utilizado em gemas laterais de mamoeiro
(Cornélio & Haridasan, 1995). Resultados similares em Canela
sassafras foram observados por Wang et al. (1991).

NaTabela 3, observa-se o efeito da combinagao dos tratamentos
com Agrimicina e Ampicilina visando o controle da contaminacio
por fungos e bactérias dos explantes da rebrota das mudas,
mediante o emprego de vicuo na desinfestacao dos explantes. As
menores porcentagens de contaminacio fangica (40%) foram
obtidas nos tratamentos 3 e 5, pela combinagio de Agrimicina e
Ampicilina, ambas na concentragio de 300 mg/l, embora nio tenha
diferido estatisticamente de 2, 4, 6 e 7. A maior porcentagem de
sobrevivéncia foi observada no tratamento 5.

Neste estudo ndo foi possivel a identificagdo das bactérias
enddgenas desta espécie, o que dificultou o uso de um
antibiotico especifico para a eliminacio das bactérias. A
combinagio de Agrimicina e Ampicilina e as possiveis falhas na
assepsia devido 4 elevada contaminac¢ido por fungos,
contribuiram para a baixa porcentagem de sobrevivéncia in vitro
dos explantes da rebrota de mudas de pau-rosa (Tabela 3).

32

Nas colunas, as médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

Atoxidez de mais de vinte tipos de antibiéticos foi examinada
em culturas de protoplastos de Nicotiana plumbaginifolia,
verificando que a agio dos antibiéticos a base de Ampicilina,
Estreptomicina, Rifampicina, possuem amplo espectro de agao
(Pollock et.al. 1983).

A utillizacao de antibiticos é necessdria no controle da
contaminacao por bactérias endégenas presentes nos explantes
de pau-rosa. A utilizacao do vacuo no processo de desinfestacao,
permite o aumento da dilatacdo dos poros do explante e auxilia
na penetracao da solucao (Pasqual et al., 1998). Entretanto, os
resultados indicam que a média de sobrevivéncia do material
inoculado a vicuo ainda € baixa (Tabela 3), quando comparada
ao processo tradicional de desinfestagio (Tabela 2).

No entanto, quando comparado com a utilizacao de apices e
segmentos nodais, 0 dpice proveniente de rebrota, oferece melhores
condicdes de isolamento para a organogénese direta i vitro.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-
se concluir que:

1) As rebrotas tratadas com Sulfato de Estreptomicina
(Agrimicina) na concentra¢io de 300 mg/l indicaram 33% de
contaminagao fingica e 29% de contaminagao bacteriana, com
48% de sobrevivéncia.

2) A menor incidéncia por bactérias enddgenas em
explantes de rebrota das mudas estd associada a época de
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coleta e ao tipo de explante empregado e diminuiu, 2 medida
que, brotagoes mais recentes foram utilizadas.
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