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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a desinfestacdo, propagacao in vitro e subcultivo de ora-pro-ndbis. No primeiro
experimento, realizou-se a desinfestacéo dos explantes com diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio (2%, 4%,
6%). No segundo, foi realizada a propagacédo de 600 segmentos nodais, sob diferentes concentracdes de meio MS
(MS, MS/2, MS/4) e combinagdes de fitorreguladores: 1) ANA (0,5uM) + BAP (0,5uM); 2) ANA (0,5uM) + BAP
(1,0uM); 3) ANA (0,5uM) + BAP (1,5uM); 4) ANA (0,5uM) + BAP (2,0uM); 5) ANA (0,5uM), com e sem adi¢do
de carvao ativado. No terceiro, foi realizado o subcultivo em meio MS a partir dos calos desenvolvidos no segundo
experimento, submetidos a trés tratamentos: T1 - ANA (2uM) + BAP (4uM); T2 - ANA (0,1uM) + BAP (1uM) e T3 -
ANA (0,5uM). A concentracdo de 4% de NaClO foi mais eficiente, apresentando 5% de contaminacgdo. As maiores
taxas de multiplicagdo de calos foram observadas em meio MS/2 sem adi¢do de carvao, suplementado com 0,5uM de
ANA e diferentes concentracdes de BAP (1,0uM, 1,5uM e 2,0uM) com médias de 0,85 e 0,80 calos por tratamento.
Em 47,16% dos explantes ocorreram contaminagfes fingicas e bacterianas e 23,5% oxidacdo. H& a necessidade de
desenvolver protocolos para o estabelecimento da ora-pro-ndbis in vitro como, por exemplo, alternativas para controle
da oxidag&o, contaminacéo e concentra¢Bes adequadas dos reguladores de crescimento.

Palavras-chave: Acido 1-naftalenoacético; 6-benzilaminopurina; Segmento nodal; Carvéo ativado; Ora-pro-nébis.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the disinfestation, in vitro propagation and subculture of ora-pro-nébis. In
the first experiment, the explants were disinfested with different concentrations of sodium hypochlorite (2%, 4%, 6%).
In the second, 600 nodal segments were propagated under different concentrations of MS medium (MS, MS/2, MS/4)
and combinations of phytoregulators: 1) ANA (0.5uM) + BAP (0.5uM); 2) ANA (0.5uM) + BAP (1.0uM); 3) ANA
(0.5uM) + BAP (1.5uM); 4) ANA (0.5uM) + BAP (2.0uM); 5) ANA (0.5uM), with and without addition of activated
carbon. In the third, subculture was carried out in MS medium from the calluses developed in the second experiment,
submitted to three treatments: T1 - ANA (2uM) + BAP (4uM); T2 - ANA (0.1uM) + BAP (1uM) and T3 - ANA
(0.5uM). The concentration of 4% of NaClO was more efficient, presenting 5% of contamination. The highest callus
multiplication rates were observed in MS/2 medium without addition of charcoal, supplemented with 0.5uM of ANA
and different concentrations of BAP (1.0uM, 1.5uM and 2.0pM) with means of 0.85 and 0.80 callus per treatment. In
47.16% of the explants there was fungal and bacterial contamination and 23.5% oxidation. There is a need to develop
protocols for the establishment of ora-pro-nébis in vitro as, for example, alternatives to control oxidation,
contamination and adequate concentrations of growth regulators.

Keywords: 1-naphthaleneacetic acid; 6-benzylaminopurine; Nodal segment; Activated charcoal; Ora-pro-nébis.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la desinfestacion, propagacion in vitro y subcultivo de ora-pro-nébis. En el
primer experimento, los explantes fueron desinfestados con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (2%,
4%, 6%). En el segundo, se propagaron 600 segmentos nodales bajo diferentes concentraciones de medio MS (MS,
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MS/2, MS/4) y combinaciones de fitorreguladores: 1) ANA (0.5uM) + BAP (0.5uM); 2) ANA (0,5 uM) + BAP (1,0
uM); 3) ANA (0,5 uM) + BAP (1,5 uM); 4) ANA (0,5 uM) + BAP (2,0 uM); 5) ANA (0,5 uM), con y sin adicién de
carbon activado. En el tercero, se realiz6 un subcultivo en medio MS a partir de los callos desarrollados en el segundo
experimento, sometidos a tres tratamientos: T1 - ANA (2uM) + BAP (4uM); T2 - ANA (0,1 uM) + BAP (1 uM) y T3
- ANA (0,5 pM). La concentracion de 4% de NaClO fue mas eficientes, presentando 5% de contaminacion. Las
mayores tasas de multiplicacién de callos se observaron en medio MS/2 sin adicion de carbon vegetal, suplementado
con ANA 0,5 uM vy diferentes concentraciones de BAP (1,0 uM, 1,5 uM y 2,0 uM) con medias de 0,85 y 0,80 callos
por tratamiento. En el 47,16% de los explantes hubo contaminacion flngica y bacteriana y en el 23,5% oxidacion.
Existe la necesidad de desarrollar protocolos para el establecimiento de ora-pro-nébis in vitro como, por ejemplo,
alternativas para el control de oxidacion, contaminacion y concentraciones adecuadas de reguladores de crecimiento.
Palabras clave: Acido 1-naftalenoacético; 6-bencilaminopurina; Segmento nodal; Carbon activado; Ora-pro-nébis.

1. Introducéo

A Ora-pro-nobis é uma planta perene pertencente a familia das cactaceas, que se desenvolve em diversas regides do
Brasil. E uma das Unicas espécies que possui folhas verdadeiras e potencial para uso alimentar como hortalica néo
convencional (Botrel et al., 2017). Possui caracteristicas agrondmicas favoraveis ao seu cultivo sendo uma planta ristica,
vigorosa e de fécil propagacdo (Tofanelli et al., 2011), além de sobreviver a longos periodos de seca, chuvas em excesso e
geadas severas. Possui grande fonte de substancias bioativas que conferem alto valor proteico e nutricional (Silva, et al., 2010).
A proteina da ora-pro-ndbis apresenta valor bioldgico, sendo diretamente relacionado a sua composi¢cdo de aminoacidos
(Legnaioli, 2021).

Segundo Madeira et al. (2016), ainda ndo existem variedades registradas de Pereskia aculeata, mas ocorre a
manutencéo de clones locais, observando-se diferengas morfoldgicas especialmente em relagéo a coloragdo dos brotos (verde-
claro, verde-escuro ou pigmentados, amarelados ou avermelhados) e formato das folhas (comprimento, largura e espessura).
Por ser uma planta de facil cultivo e propagacdo também ¢é chamada de “carne de pobre” tendo grande uso e importancia
medicinal (Girdo et al., 2003). Nos locais onde se desenvolve, é amplamente explorada, seja na forma in natura ou processada
(desidratada e moida).

Sobre a distribuicdo geogréfica, foram confirmadas as regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (Flora
do Brasil, 2020). Seu habitat natural sdo as florestas tropicais e seu cultivo é encontrado em espacos domésticos no meio rural
e urbano. Por ser rica em nutrientes recomendados para dieta alimentar, como sais minerais, vitaminas e proteinas, pode ser
consumida in natura (crua) ou processada, além de ndo apresentar nenhuma toxicidade, o que favorece seu consumo (Souza,
2013).

A micropropagacao é uma técnica aplicada na cultura de tecidos vegetais, sendo amplamente utilizada na producéo de
mudas em escala comercial (Hussain et al., 2012). Com o uso dessa técnica é possivel obter um grande nimero de mudas em
tempo e espa¢o reduzidos, podendo ser conduzida a partir da multiplicacdo de zonas meristeméticas pré-existentes, como
gemas axilares, apices caulinares, através de organogénese direta, por inducdo de gemas adventicias a partir de regides
meristematicas, formadas diretamente nos tecidos ou por organogénese indireta, onde é precedida a formacdo de calos
(Angulo—Bejarano & Paredes-Ldpez, 2011). Segundo Malda et al. (1999), as cactaceas cultivadas in vitro podem fixar CO; de
maneira continua, se comportando como plantas C3 facultativas favorecendo seu crescimento.

O cultivo de plantas de facil implemento e baixo custo para produgdo de alimentos pode ser uma forma interessante na
alimentacdo humana, principalmente para populacdes que sobrevivem em situacBes de pobreza e caréncia nutricional. A
biotecnologia vegetal apresenta-se como uma eficiente alternativa na conservagdo in vitro de germoplasma de muitas espécies,
utilizando diversas técnicas de cultura de tecidos vegetais (Santos et al., 2001; Shukla et al., 2012). Devido a isso, é de grande
relevancia o estudo de técnicas de desinfestacdo e de propagacdo in vitro para esta espécie. Essas técnicas sdo modernas no

ramo da biotecnologia e vem sendo cada vez mais utilizadas para 0 melhoramento genético de plantas, o que permite a
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multiplicacéo de plantas em curto espaco de tempo, garantindo qualidade, em vista de ser um cultivo em ambiente controlado,
evitando possiveis estresses adversos ao seu cultivo (Pereira et al., 2011).

A utilizacdo de fitorreguladores vegetais, tem sido eficiente para o desenvolvimento de espécies vegetais
multiplicadas in vitro. Os grupos hormonais mais conhecidos séo: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, &cido abscisico,
jasmonatos, brassinosterdides e salicilatos (Basra, 2000). Essas substancias sdo produzidas em baixas concentracdes pelas
plantas, por isso, seu uso tem sido realizado para promover, retardar ou inibir crescimento vegetativo ou florescimento,
diminuir a frutificacdo efetiva, aumentar o tamanho dos frutos, controlar a maturacéo e a senescéncia, promover enraizamento
e quebrar a dorméncia de sementes (Melo, 2002).

O uso de auxinas reguladoras de crescimento vegetal como o acido naftalenoacético (ANA) proporciona a indugao e
formacdo de raizes e calos. Sendo utilizado em diversas técnicas para o enraizamento de plantas, tendo papel importante em
protocolos de cultivo in vitro (Cid & Teixeira, 2010.; Mercier, 2012). A utiliza¢do de citocininas como o 6-benzilaminopurina
(BAP) induz a proliferacdo de brotagbes ou calos. Seus principais efeitos sdo conferir a divisdo celular, morfogénese, quebra
da dorméncia apical, expansdo foliar, abertura estomatica, aumento da clorofila e retardo na senescéncia foliar (Melo, 2002).
Atua também na proliferacdo de gemas axilares e no desenvolvimento de parte aérea (Moura et al., 2012).

Uma das principais problematicas do cultivo in vitro é o controle e a prevengdo de contaminagBes por
microrganismos. Ainda existem aspectos que devem ser investigados com o objetivo de melhorar a eficiéncia da
micropropagacdo por meio do estudo de alguns fatores envolvidos nas etapas de desinfestacdo, obtencdo de calos e
enraizamento dessa espécie. Desta forma, este trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo de desinfestacdo e

propagacdo in vitro de P. aculeata.

2. Metodologia

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitotecnia do curso de Agronomia da Universidade Regional
Integrada do Alto Uruguai e das Misses, URI - Campus de Santo Angelo, durante os meses de dezembro de 2021 a junho de
2022.

O material vegetal utilizado no experimento estava acondicionado em recipientes plasticos de polipropileno preto
Nutriplan®, com volume de 25 litros, em casa de vegetacdo com estrutura metélica, coberta com filme de polietileno de baixa
densidade (150um de espessura) e sob condi¢Ges de temperatura e ventilagdo parcialmente controladas. Esta pesquisa foi
realizada em trés experimentos descritos abaixo.

O trabalho possui natureza quantitativa e para a avaliacdo do desenvolvimento dos explantes dos segmentos nodais
utilizou-se o trabalho de Dill (2014), com adaptac6es. No primeiro experimento foram utilizados tubos de ensaio, preparados
com 15 ml de meio de cultivo por tubo. O meio de cultivo utilizado foi &gar bacterioldgico, na concentragdo de 7g/L™ diluido
com agua destilada e autoclavado a 120° C e 1,5 atm de presséo durante 20 minutos para descontaminagdo do material. Apos a
autoclavagem, os tubos com o meio de cultura foram encaminhados para a cdmara de fluxo laminar, onde permaneceram por
20 minutos sob luz ultravioleta para garantir melhor assepsia.

Apo0s a assepsia do material, foram coletados 60 segmentos nodais com aproximadamente 2cm de comprimento, 0s
quais passaram por diferentes etapas de desinfestacdo. Inicialmente foram mergulhados em Kasumin®, na proporgio de 2 ml/L-
!, sendo agitados durante 20 minutos em béqueres de 100 ml. Posteriormente, os explantes foram levados para a cdmara de
fluxo laminar onde foram imersos em alcool 70% sob agitacdo por dois minutos. Em seguida foram submetidos aos
tratamentos compostos por embebigdo nas solugdes de hipoclorito de sodio (NaClO) nas concentracfes de 2%, 4% e 6% com

tempo de imersdo de 10 minutos.
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Ao final de cada imersdo, os segmentos foram lavados trés vezes com agua destilada autoclavada e imediatamente
inoculados nos tubos de ensaio. Apos a inoculacédo, os tratamentos foram mantidos em estufa incubadora BOD (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) em temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas. Foram avaliadas as porcentagens de
contaminacdes flngicas e bacterianas.

No segundo experimento foi realizada a propagacéo vegetativa dos segmentos nodais, em delineamento experimental
inteiramente casualizado com 30 tratamentos sob diferentes concentracfes de meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962)
Basal Sigma Aldrich®, acrescidos de diferentes concentracdes de reguladores de crescimento (Tabela 1). Cada tratamento foi

constituido por 20 tubos de ensaio, totalizando 600 tubos.

Tabela 1. NUmero de tratamentos com as respectivas concentracfes de meio de cultura reguladores de crescimento e presenca

ou auséncia de carvao ativado.

TRATAMENTOS
1 MS + 0,5uM ANA* + 0,5uM BAP*
2  MS+0,5uM ANA + 0,5uM BAP + Carvéo ativado
3 MS + 0,5uM ANA + 1,0uM BAP
4  MS+0,5uM ANA + 1,0uM BAP + Carvéo ativado
5 MS + 0,5uM ANA + 1,5uM BAP
6 MS+0,5uM ANA + 1,5uM BAP + Carvéo ativado
7 MS + 0,5uM ANA + 2,0uM BAP
8  MS+0,5uM ANA + 2,0uM BAP + Carvéo ativado
9 MS + 0,5uM ANA
10 MS + 0,5uM ANA + Carvéo ativado
11 MS/2 + 0,5uM ANA + 0,5uM BAP
12 MS/2 + 0,5uM ANA + 0,5uM BAP + Carvao ativado
13 MS/2 + 0,5uM ANA + 1,0uM BAP
14 MS/2 + 0,5uM ANA + 1,0uM BAP + Carvéo ativado
15 MS/2 + 0,5uM ANA + 1,5uM BAP
16 MS/2 +0,5uM ANA + 1,5uM BAP + Carvéo ativado
17 MS/2 + 0,5uM ANA + 2,0uM BAP
18 MS/2 +0,5uM ANA + 2,0uM BAP + Carvéo ativado
19 MS/2 + 0,5uM ANA
20 MS/2 + 0,5uM ANA + Carvédo ativado
21 MS/4 + 0,5uM ANA + 0,5uM BAP
22 MS/4 +0,5uM ANA + 0,5uM BAP + Carvéo ativado
23 MS/4 + 0,5uM ANA + 1,0uM BAP
24 MS/4 +0,5uM ANA + 1,0uM BAP + Carvéo ativado
25 MS/4 + 0,5uM ANA + 1,5uM BAP
26  MS/4 +0,5uM ANA + 1,5uM BAP + Carvéo ativado
27 MS/4 + 0,5uM ANA + 2,0uM BAP
28 MS/4 +0,5uM ANA + 2,0uM BAP + Carvéo ativado
29 MS/4 + 0,5uM ANA
30 MS/4 + 0,5uM ANA + Carvao ativado

*ANA: Acido 1-naftalenoacético; BAP: 6-benzilaminopurina. Fonte: Karine Bordignon.

Além dos sais e vitaminas caracteristicos do meio de cultivo, adicionou-se agar bacterioldgico na concentracdo de

7g/Lt e 30 g/L* de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da inclusdo do agar e, em seguida, realizou-
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se a autoclavagem. Foram avaliados presenca ou auséncia de calos, raizes e brotagdes como também porcentagem de oxidacao
e contaminacédo dos explantes.

Como uma subetapa do segundo experimento foram testados a presenca (20 tubos de ensaio) e a auséncia (20 tubos de
ensaio) de carvao ativado, na proporcdo de 2 g/L de meio de cultura. Apés a inoculagdo dos explantes, os mesmos foram
transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro, permanecendo
nessas condicdes por 60 dias. Foram avaliadas contaminacdes flngicas e bacterianas, oxidacGes, formacdo de calos, além de
determinar em qual concentracdo de meio e hormdnios vegetais ocorreu 0 melhor desenvolvimento dos segmentos nodais. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo Teste de Tukey com 5% de
probabilidade (p < 0,05).

No terceiro experimento, aos 60 dias, foi realizado o subcultivo em meio MS a partir dos calos desenvolvidos no
segundo experimento. Os subcultivos foram submetidos a trés tratamentos: T1 - ANA (2uM) + BAP (4uM); T2 - ANA
(0,1uM) + BAP (1uM) e T3 - ANA (0,5uM). Os calos foram multiplicados e distribuidos em 45 placas de Petri contendo 3
fragmentos por placa, totalizando 135 fragmentos. Estes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura 25+2°C e

fotoperiodo de 16h de luz e 8h de escuro, durante 15 dias.

3. Resultados e Discussao

No primeiro experimento, ap6s a primeira semana de avaliacdo, observou-se a ocorréncia de contaminagdo em 5%
dos explantes na concentracdo de 2% de NaClO. Nas concentracdes de 4% e 6% ndo houveram contaminagdes. Apos 21 dias,
ocorreu o aumento de contaminagBes nos explantes na concentragdo de 2% de NaClO (15%), as concentragdes de 4% e 6%
mantiveram-se com mesma porcentagem. Aos 28 dias, 20% dos explantes (2% de NaClO) apresentaram contaminacdes, as
concentracdes 4% e 6% mantiveram-se com as porcentagens de 5% e 0%, respectivamente.

O tratamento com a concentracdo de 6% ndo apresentou contaminagfes, porém ocorreu a despigmentacdo dos
explantes, provavelmente devido a alta concentracdo de hipoclorito de sédio, tornando-se invidvel para o uso no segundo
experimento. Souza et al. (2011), em experimento com desinfestacdo de segmentos apicais de Myrcianthes pungens sob
diferentes concentracdes de NaClO (0%, 4%, 6% e 8%), verificou a ocorréncia de 100% de contaminag&o no tratamento com a
concentracdo de 0% e nos demais tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes. Esse problema de
contaminagdo foi superado com solucdo biocida (Garcia-Saucedo et al., 2005) ou &gua oxigenada (30%) (Rodriguez &
Ramirez-Pantoja, 2020) em combinag¢do com etanol e alvejante comercial. Chornobrov e Bilous (2021) conseguiram o
estabelecimento de culturas assépticas Schlumbergera truncata (Cactaceae), com mais de 90% de explantes descontaminados
usando uma solucdo hidroalcodlica de alcool etilico (70:30 v/v), seguido de submerséo de 0,1% de solucdo de cloreto de
mercurio.

No segundo experimento, no que diz respeito a presenca ou auséncia de brotages nao foi possivel observar diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos com diferentes concentragdes de reguladores de crescimento, meios de cultura e
adicdo ou ndo de carvao ativado. Para a presenca ou auséncia de raizes nos explantes, também ndo houve diferenca
significativa, observando-se que a adi¢do de BAP influenciou negativamente nesse aspecto, uma vez que 0s maiores indices de
enraizamento ocorreram na auséncia de BAP e em concentra¢es menores do horménio (T10 — 9,5%, T11 — 2%, T12 — 3%,
T13 - 3,5%, T14 — 2% e T15 — 2,5%). Segundo Santana et al. (2006), tal fato normalmente ocorre porque essa citocinina é
inibidora de sistema radicular, sendo que a inducdo ou inibicdo dependerdo do balanco e da interacdo entre as substancias de
crescimento endogeno e exdgeno. Rocha et al. (2021) avaliando as variagdes de concentragdo do acido indolbutirico (AIB)
perceberam que houve relacéo entre a aplicacdo das doses de 2000 e 4000 mg L tanto para o nlmero de raizes quanto para o

comprimento da maior raiz nos experimentos em diferentes tipos de estacas de P. aculeata.
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Com relagdo a presenca ou auséncia de calos nos explantes foi possivel observar diferencas significativas entre os
tratamentos suplementados com fitorreguladores ANA e BAP, relacionadas a producdo de calos pelos explantes. As maiores
taxas de multiplicacéo de calos (P>0,05) foram observadas quando foram utilizados os meios de cultura MS/2 sem adicéo de
carvdo, suplementado com BAP nas concentragdes de 1,0uM (T13), 1,5uM (T15) e 2,0uM (T17) e ANA 0,5uM, com médias
de 0,85 e 0,80 calos por tratamento (Figura 1).

Figura 1. Numero de calos de P. aculeata formados nos explantes sob os diferentes tratamentos analisados.
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Fonte: Karine Bordignon.

Na subetapa do segundo experimento, 0 processo oxidativo ocorreu nos tratamentos apds as cinco primeiras semanas
de cultivo. No tratamento sem carvdo ativado, 37,33% dos explantes apresentaram contaminagdo e 46,33% oxidacgéo. Nos

tratamentos com carvdo ativado, em 57% dos explantes ocorreu contaminagéo e em 0,6 % oxidagdo (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem média de contaminagdo por fungos e bactérias e oxidacdo dos explantes sem carvao (s/c) e com carvédo
(c/c), em resposta ao estabelecimento in vitro de P. aculeata.
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Fonte: Karine Bordignon.

6


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35548

Research, Society and Development, v. 11, n. 13, e499111335548, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35548

A ocorréncia do processo oxidativo pode ser proveniente da liberagdo de exsudatos do proprio explante, o que se
relaciona com a liberagdo de compostos fendlicos pelo explante apos a realizagdo de “ferimentos” para sua inoculagdo (Santos,
et al. 2001). Segundo Souza et al. (2011) em trabalho de propagacdo in vitro de Melocatus oreas, quando sdo utilizados
segmentos retirados de planta matriz, podem ocorrer contaminagdes significativas por microrganismos saprofitos, que podem
comprometer o desenvolvimento dos explantes.

A utilizacdo de carvdo ativado em todos os tratamentos demonstrou pouco ou nenhum desenvolvimento dos
explantes. Porém, nos tratamentos sem suplementacdo de carvdo ativado foi observado ao decorrer do experimento, o
desenvolvimento significativo de calos (organogénese indireta). A organogénese indireta foi implementada com sucesso para
varias espécies de cactos como Astrophytum asterias, Ariocarpus kotschoubenyanus, Blossfeldia liliputiana, Strombocactus
disciformis, Coryphantha elefanteidens, Mammillaria elongata, Mammillaria gracilis, Mammillaria mathildae, Mammillaria
pectinifera, Escobaria minima e Pelecyphora aselliformis (Wakhlu & Bhau, 2000; Papafotiou et al., 2001; Giusti et al., 2002;
Poljuha et al., 2003; del Socorro Santos-Diaz et al., 2006; Garcia-Rubio & Malda-Barrera, 2010; Ivannikov et al., 2021).

A utilizacéo de carvao ativado vem crescendo no cultivo in vitro devido suas caracteristicas antioxidantes de adsorver
substancias fitotdxicas que podem ser produzidas pelo préprio explante, minimizando o efeito oxidativo de espécies vegetais
(Guerra et al., 2016). O carvdo ativado também apresenta capacidade de absorver nutrientes do meio de cultura, o que
prejudica o desenvolvimento normal dos explantes (Grattapaglia & Machado, 1998; Aloufa, 2007).

No terceiro experimento, os explantes de P. aculeata mostraram capacidade de multiplicacdo ap6s o subcultivo. Aos
14 dias, constatou-se a presenga de contaminagdo e oxidacdo em todos os tratamentos. Dessa forma, ndo se obtiveram
resultados para a realizacdo da andlise estatistica. Para Cordeiro et al. (2015), Castro (2015) e Moraes (2015) a persisténcia dos
explantes iniciais é fundamental para manter a capacidade de multiplicagdo durante os subcultivos.

Para facilitar o entendimento dos resultados a figura abaixo mostra a execuc¢éo de todas as etapas do experimento,

desde o estabelecimento in vitro até a realizacdo dos subcultivos (Figura 3).
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Figura 3. Cultivo in vitro de P. aculeata A) Planta matriz cultivada em vaso em estufa agricola; B) Segmentos nodais
estabelecidos em condigdes assépticas, apds 1 semana de cultivo; C) Inicio da indugdo de calos em meio de cultura MS
suplementado com BAP (2uM), apdés 3 semanas de cultivo; D) Indugdo de calos cultivados em meio de cultura MS
suplementado com BAP (2uM), apds 5 semanas de cultivo; E-F) Desenvolvimento de brotos em meio de cultura MS/2
suplementado com carvio e ANA (0,5uM) e sem carvdo com ANA (0,5uM) + BAP (2,0uM), ap6s 5 semanas de cultivo; G)
Desenvolvimento de raizes em meio de cultura MS suplementado com ANA (0,5uM), apds 6 semanas; H) Inicio do processo
oxidativo em meio MS suplementado com ANA (0,5uM), ap6s 7 semanas; I) Inicio do processo oxidativo em subcultivos apds

uma semana de inoculag&o.

Fonte: Karine Bordignon.

4. Concluséo

A concentracdo de 4% NaClO foi a que apresentou melhor desempenho na desinfestacdo de explantes de ora-pro-
nobis. Os tratamentos com meio de cultura MS/2 sem adic&o de carvdo, suplementado com BAP nas concentragdes de 1,0uM
(T13), 1,5uM (T15) e 2,0uM (T17) e ANA 0,5uM foram os que apresentaram as maiores taxas de multiplicagéo de calos. O
indice de contaminacdo foi menor sem a presenca de carvao ativado, porém, o percentual de oxidagao foi menor na presenca
de carvao ativado. Os explantes de P. aculeata mostraram capacidade de multiplicacdo apds o subcultivo, porém devido a
contaminag&o e oxidagéo ndo se obtiveram resultados.

Em estudos futuros, o desenvolvimento de protocolos para o estabelecimento da ora-pro-nobis in vitro seria de suma
importancia. Especialmente, objetivando o controle de oxidacdo (com o uso de antioxidantes como polivinilpirrolidona,
cisteina e/ou &cido ascorbico), de contaminacéo (tratamentos preventivos com fungicidas e bactericidas na planta matriz antes

do estabelecimento in vitro) e formulagdo do meio de cultivo com as concentracdes adequadas dos reguladores de crescimento.
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