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RESUMO GERAL

A Conobea scoparioides Benth., popularmente conhecida como pataqueira, € uma planta
herbacea semi-aquatica com propriedades aromaticas e medicinais, pertencente a familia
Plantaginaceae, sendo seu local de origem a Amazonia. No estado do Para é muito utilizada
no tratamento de beribéri e na formulacdo de uma &gua de cheiro de grande interesse
econémico, causando assim uma exploracdo indiscriminada. Atualmente, ndo ha um sistema
de propagacéo eficiente para atender o mercado. Objetivou-se com esse trabalho desenvolver
um protocolo de micropropagacéo in vitro para a pataqueira. Nesse sentido, trés etapas foram
realizadas: 1- Multiplicacéo de brotos, 2- Efeito do subcultivo na formagéo de plantulas e 3-
Efeito de substratos na aclimatizacao e formacdo de mudas. A fonte de explante para cultivo
in vitro foi obtida a partir de plantulas micropropagadas e do campo. Os cultivos in vitro
ocorreram em sala de crescimento com temperatura de 25*3 °C e fotoperiodo de 16, enquanto
a aclimatizacdo se deu em telado com sombrite a 70% e temperatura média de 30+2°C. Na
primeira etapa, obtiveram-se brotos vidveis no meio de cultura de Murashige e Skoog (MS)
através de segmentos caulinares apicais e nodais na auséncia e na presenca de 1 mg.L™ de 6-
Benzilaminopurina (BAP). A percentagem de enraizamento e ndmero de raizes foram?
superiores no meio de cultivo MS 1/1 liquido, suplementado com 0,5 mg.L™ de Acido indol
butirico (AIB). A pataqueira se micropropagada através do meio de cultura MS, sendo
otimizada na presenca dos reguladores de crescimento, BAP e AIB, utilizando os segmentos
apicais e/ ou nodais. Na etapa seguinte, o quarto subcultivo mostrou maiores medias em todas
as variaveis com excecdo da altura do maior broto e apresentou taxa média de brotos/explante
de 24, enquanto que a quinta repicagem induziu maior percentagem de senescéncia, menor
percentagem de brotos e raizes e altas médias para numero de brotos com altura>1<2 cm e
> 2 < 3 cm. Os subcultivos, do primeiro ao quarto em intervalos até trinta dias sdo viveis
para formacdo de plantulas de pataqueira in vitro. Em relacdo a terceira fase, em todos os
substratos a sobrevivéncia das mudas foi de 100%. A mistura de terra preta+pd de
serragem+esterco bovino apresentou 0s maiores valores méedios na maioria das variaveis
avaliadas, enquanto que o substrato constituido somente por terra foi 0 que promoveu o
menor crescimento nas plantas. Os substratatos testados sdo adequados para a aclimatizacao.
Em destaque, o substrato terra preta+pd de serragem+esterco bovino curtido como mais

indicado dentro dos estudados para formacgdo de mudas viaveis.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Pataqueira. Propagacgéo vegetativa.



GENERAL ABSTRACT

The Conobea scoparioides Benth., popularly known as pataqueira, is a semi-aquatic
herbaceous plant with aromatic and medicinal properties. It belongs to the Plantaginaceae
family and it was originated in the Amazon. In the State of Pard it is very used for treating
beriberi and in the formulation of an eau de cologne of great economic interest, therefore
causing its indiscriminate exploitation. Currently, there is no efficient propagation system to
meet the market demands. The aim of this work was to develop an in vitro micropropagation
protocol for pataqueira. Within this purpose, three steps were conducted: 1- shoot
multiplication; 2- the effect of subcultivation in the plantling formation; and 3- the effect of
substrates in the acclimatization and seedling formation. The explant source for the in vitro
culturing was obtained from micropropagated and field-grown plants. In vitro cultivation
occurred in growth rooms with a 253 °C temperature and 16 hour photoperiod, while the
acclimatization was conducted under a screen of 70% shade, with an average temperature of
30+2°C. In the first step, viable shoots were obtained in the Murashige & Skoog (MS) culture
medium through apical and nodal stem segments in the absence and in the presence of 1
mg.L™ of 6-Benzilaminopurina (BAP). The percentage of rooting and the number of roots
was superior in the liquid 1/1 MS medium supplemented with 0.5 mg.L™ of Indol butyric acid
(AIB). The pataqueira is micropropagated through the MS culture medium, being optimized
in the presence of growth regulators BAP and IBA, using the apical and/or nodal segments. In
the next step, the fourth subculture presented higher means for all variables with the exception
of height of the highest shoot and presented a mean rate of shoot/explant of 24, while the fifth
subculture induced the highest senescence percentage and the smallest percentage of shoots
and roots, but presented high means in the number of shoots with height > 1 <2 ¢m, number
of shoots > 2 < 3. The first to fourth subcultures are viable in a span of thirty days to the
formation of pataqueira seedlings in vitro. Regarding the third step, the survival of seedlings
in all substrates was 100%. The mixture of soil, sawdust and bovine manure presented the
highest mean values for most of the evaluated variables, while the substrate consisting of only
soil promoted the least increase in the plants. The tested substrates are adequate for
acclimatization. Highlighted the soil+sawdust+matured bovine manure substrate as most

suitable within the studied mixtures for the formation of viable seedlings.

Keywords: Pataqueira . Tissue culture. VVegetative propagation.



1 INTRODUCAO

A Conobea scoparioides Benth., conhecida popularmente no Brasil como
“pataqueira”, € uma especie herbacea genuina da Amazodnia. No estado do Para, € muito
utilizada em forma de banhos na aromaterapia cabocla, principalmente nos meses de junho
durante a festa de Sdo Jodo e em outubro durante o Cirio de Nazaré, quando ocorre a escassez
da planta na regido devido a alta procura (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001). Durante o
periodo de menor precipitacdo pluviométrica (que se estende em média de setembro a
dezembro) a planta também tende a faltar no mercado, uma vez que se desenvolve em locais
alagados.

A pataqueira € matéria-prima de dleos essenciais para formulacdo de perfume,
sendo citada como principal fonte de timol (MAIA; ANDRADE, 2009). Aliado a isto,
tradicionalmente na regido norte, esta planta é usada para combater a doenca beribéri através
da generosa quantidade de vitamina B1 presente em seu metabolismo (CHOI et al., 2000). O
autor relata que a espécie possui compostos terpenoides, que tem agdo acaricida e anti-
fangica, muito usados na apicultura. Além disso, possui propriedades anticancerigenas por
conter a substancia cucurbitacina E (MUSZA et., 1994), efetiva no rompimento de tumores de
prostata (DUNCAN et al., 1996).

No entanto, devido a exploracdo indiscriminada e a falta de um sistema adequado
de propagacdo visando o cultivo, muitas vezes a quantidade de plantas existentes ndo é
suficiente para abastecer o mercado. Os estudos referentes a métodos de propagacéo ainda sdo
escassos. Deste modo, Gonzalez Mina e Hurtado Montano (2011) estudaram o cultivo da C.
scoparioides e relatam que, tradicionalmente, a propagacéo é feita por sementes, com baixo
indice de germinacdo e de dificil manejo agronémico. Segundo o0s autores a propagacao
vegetativa via estaquia, obteve 37% de vigamento com raizes ndo funcionais. Neste contexto,
percebe-se que 0s métodos de propagacao apresentam limitagdes, sendo nenhum deles capaz
de solucionar a questdo da falta de plantas de pataqueira no avido mercado brasileiro.

Para tanto, a cultura de tecidos vegetais através da micropropagacdo pode ser uma
alternativa de propagacdo para a pataqueira, uma vez que, variadas espécies de interesse
econdmico usam a propagacao in vitro como método sistematico de obtencdo de mudas, como
a artemisia (HAILU; ABERA; MARIAM, 2013); o abacaxizeiro (BARBOZA et al., 2009);
bastdo-do-imperador (COLOMBO et al., 2010); e ipé-amarelo (PEREIRA; NAVROSKI;
REINIGER, 2015). Assim, Objetivou-se com esse trabalho desenvolver um protocolo de

micropropagacao in vitro para a pataqueira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A espécie

A Conobea scoparioides pertence tradicionalmente a familia Scrophulariaceae
(POTT; POTT, 2000), porém, por meio de estudos de filogenia (APGII 2003) considerando
vinte e cinco géneros e mil e duzentas espécies nativas do Brasil, Souza e Lorenzi (2008)
sinalizaram seu enquadramento na familia Plantaginaceae. Segundo Souza e Giulietti (2009),
trata-se de uma familia boténica de distribuicdo cosmopolita e ndo monofilética, que no total
apresenta duzentos e setenta géneros e cinco mil e cem espécies (MABBERLEY, 1997). No
Brasil ¢ chamada popularmente de “pataqueira” ou “vassourinha-do-brejo” (CHOI et al.,
2000).

A planta é herbacea, atingindo no maximo 1,0 m de altura (MAIA, 2007). As
folhas sdo lanceoladas, opostas e ricas em 0Oleos essenciais. O caule é ereto com abundante
tecido aerenquimatico que se estende por toda a planta, o que permite seu cultivo em locais
alagados. Os frutos se apresentam em forma de capsulas esféricas e contém muitas e
diminutas sementes (GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO 2011). De acordo com
Corréa (1984) exibem flores solitarias, hermafroditas e de azul intenso, localizadas

axilarmente (Imagem 1).

1-Imagem da planta Conobea scoparioides Benth.

N, ! / N

Fonte: Manual ilustrado: Pataqueira. 1. Ed. [s.l.]: NATURA COPYRIGHT, 2015. 29p.



2.2 Distribuicédo

Pode ser encontrada em maior concentracdo nos paises da América do Sul:
Colémbia, Peru, Equador, Paraguai, Venezuela e Bolivia. No Brasil, a planta aparece nas
regides Norte: Para, Amapa, Amazonas e Acre; Nordeste: Maranhdo, Pernambuco, Bahia e
Alagoas; regido Sul: Parana; Sudeste: Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro e no
Centro Oeste: Mato Grosso, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul. E encontrada também no
México (GBIF, 2016), como mostra a Imagem 2. Contudo, seu centro de origem é a
Amazonia (REVILLA, 2002).

2- Imagem do Mapa

%
™

de distribuicdo da espécie Conobea scoparioides Benth.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (2016) — GBIF

2.3 Caracteristicas ecofisioldgicas

Planta anual subaquatica, emergente ou anfibia que habita solos arenosos, semi-
inundados e terras baixas de rios e riachos (MAIA et al., 2001). Segundo POTT & POTT
(2000) também pode ser encontrada em pastagens degradadas. Estes pesquisadores citam a
espécie como “efémera” por completar seu ciclo de vida rapido. Vegeta, floresce, frutifica
para em seguida entrar em senescéncia e morrer dentro de seis meses.

A pataqueira € uma espécie heliofita, cujas pequenas sementes sdo dispersas
através das plumagens de passaros migratérios (CHOI et al., 2000), e sdo fotoblasticas
positivas (GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO 2011). A floragio ocorre nos meses
de abril a maio (POTT; POTT, 2000). Especificamente, a fase reprodutiva inicia-se com
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quatro meses de idade e pode se estender até o sétimo més. Apos este periodo ocorre a
frutificacdo e posteriormente senescéncia dos ramos mais velhos (GONZALEZ MINA,;
HURTADO MONTANO 2011).

Sua perfeita adaptacdo e desenvolvimento em locais alagados se devem a
organizacao anatdmica, sendo permanente a presenca do tecido aerenquimatico que se estende
das raizes até as folhas, favorecendo assim a difusdo do oxigénio. Isto permite seu cultivo em
locais alagados por um periodo de um ano, tempo em que pode haver mais de duas colheitas e
rebrotas. No entanto, apds a floracdo o cilindro vascular cresce em espessura e oblitera os
espacos vazios do tecido aerenquimético. Isto afeta negativamente a difusdo gasosa e,
consequentemente, induz a senescéncia funcional e posterior morte do vegetal. (GONZALEZ
MINA; HURTADO MONTANO 2011).

2.4 Importancia econdmica

A folha, o 6rgdo mais explorado da pataqueira, contém em maior quantidade as
substancias aromaticas e medicinais que Ihe dao destaque. A pataqueira metaboliza trés 6leos
essenciais: Timol, Metyltimol ¢ o-felandreno, que em proporcdes equilibradas exalam dos
tecidos macerados um odor agradavel. Por isso, empresas brasileiras relacionadas ao ramo de
perfumaria e de cosméticos tém demonstrado grande interesse na espécie. Contudo,
atualmente estes 6leos ndo sdo comercializados (COSTA et al., 2014).

A sintese significativa de vitamina B pela planta, a indica como erva medicinal no
tratamento da doenca beribéri ou vitaminose B (CHOI et al., 2000). Existem relatos da sua
utilidade no combate a maléaria, febres e leishmaniose (WENIGER et al., 2001). Na Colémbia
¢ usada como purgante e abortiva (GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO 2011).
Todavia, chama atencdo por ser citada como anticancerigena, por conter a substancia
triterpénica cucurbitacina E em quantidade significativa (MUSZA et al., 1994). Segundo
Duncan et al. (1996), esta substancia é ativa no combate de células tumorais de prostata.
Devido a importancia do efeito anti-proliferativo da cucurbitacina E, Kaya e Melzig (2008)
identificaram a presenga deste terpeno na espécie Gratiola officinalis L. da mesma familia da

Conobea scoparioides.



2.5 Cultivo

No estudo mais recente sobre o cultivo da espécie (OLIVEIRA. L, 2015), relata
que a pataqueira se propaga naturalmente através de sementes e por estacas de ramos de 10 a
15 cm de comprimento com 2 a 3 nds em locais bem irrigados a pleno sol, de preferéncia no
inicio do inverno, que na regido Norte ocorre nos meses de dezembro e janeiro. Segundo
Gonzélez Mina e Hurtado Montano (2011), a germinacdo ocorre no periodo de 10 dias, porém
o0 transplante das plantulas é realizado com 60 dias, pois antes se torna inviavel 0 manejo
agrondémico em funcdo do pequeno tamanho das mesmas. Eles relatam ainda que nesta fase o
crescimento da espécie é lento, acelerando somente ap6s o transplantio e entdo alcangando o
ponto de colheita aos quatro meses de cultivo. Estes dois autores comentam que a propagacéo
vegetativa realizada por estacas obteve 37% de vigamento e, seu desenvolvimento até a fase
reprodutiva foi considerado lento, atingindo a colheita somente com sete meses. Assim, eles
constataram limitagGes no cultivo em tais condi¢es, ja que também ocorre auséncia de pelos
absorventes nas raizes adventicias das estacas.

Existem plantas hidroponicas sendo obtidas através das ramificacBes naturais
dentro deste sistema de cultivo. Mas é citado que estas plantas apresentam umidade acima de
91%, dificultando o processo de destilacdo e extracdo dos Oleos, resultando em um produto
com menos odor. O aspecto positivo é que o tempo de colheita foi reduzido para quatro meses
(COSTA et al., 2014).

2.6 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais esta intimamente ligada a acdo dos fitohormonios e
tem facilitado a compreens@o do crescimento e desenvolvimento das plantas sob condic¢des
controladas. Desde 1934, quando ocorreu o primeiro sucesso com a cultura de 6rgdo in vitro
livre de reguladores de crescimento, entendeu-se que algumas células sdo capazes de
sintetizar fitohormonios necessarios aos processos de divisdo e diferenciacdo celular
(DAGLAS, 2012). Recentemente, a multiplicacdo in vitro de ipé-amarelo na auséncia de
citocinina foi observado por Pereira et al. (2015). Por outro lado, foi verificada a necessidade
de citocinina e auxina sintética na inducdo de brotos e enraizamento ide Cassia angustifélia
(SIDDIQUI; ANIS, 2007).

Fisiologicamente, a importancia do uso das citocininas situa-se no fato de

estimularem a diviséo e a diferenciacdo celular, resultando na formacéo de brotos (TAIZ;
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ZEIGER, 2004). Além disso, esta classe de fitohormdnio diminui a acdo dominante das
auxinas, que impedem a emergéncia de gemas axilares e dormentes (FURTADO et al., 2007).
Entre as citocininas, a mais usada no processo de inducdo de brotos in vitro € a 6-
benzilaminopurina (BAP). De acordo com Moreira et al. (2011) este regulador de
crescimento € de maior eficiéncia, além de ser de menor custo. Deste modo, algumas espécies
medicinais ja estabeleceram o protocolo de multiplicagio de brotos usando o BAP. E 0 caso
da Vernonica condensata Baker (VICENTE et al., 2009), Calendula officinalis (VICTORIO
et al., 2012) e Euphorbia cotinifolia L. ( PERVEEN et al., 2013). De acordo com Oliveira et
al. ( 2007) a morfogénese in vitro de brotos estd na dependéncia do balanco fitohormonal
promovido pelas quantidades de citocininas endégenas e exdgenas no explante.

As auxinas sdo também reguladoras de crescimentos rotineiramente encontradas
nos estudos in vitro. Estas substancias na forma sintética tém sido utilizadas para estimular o
alongamento celular e induzir ou otimizar o enraizamento em explantes de muitas espécies em
condigdes controladas e também ex vitro. Desta maneira, Hussain et al. (2014) observaram
que o acido indolbutirico (AIB) potencializou o enraizamento de mudas de amoreira-preta.
Neste aspecto, Cid e Texeira (2010) e Mercier (2012) explicam que o alongamento celular é
consequéncia da modificagdo plastica na parede celular provocada pelas auxinas. Em relacdo
a organogénese de raizes, ainda esta incompreendido o mecanismo de acdo desta classe
fitohormonal (FUKAKI; TASAKA, 2009). Para tanto, o AIB apresenta uso generalizado em
concentracdes que dependerdo da espécie estudada, o que ocorre também com outros
horménios. Segundo Salisbury e Ross (2006), o AIB no metabolismo vegetal € facilmente
metabolizado durante a finalizacdo da rizogénese. Desta forma, a presenca de AIB no meio de
cultivo otimizou o enraizamento in vitro de mamoeiro (SCHMILDT et al., 2010), porém nas
microestacas de Lavandula angustifélia Miller ocorreu reducdo no enraizamento
(MACHADO et al., 2013).

Sabendo-se que todos os explantes sdo totipotentes, fazem-se necessarios estudos
in vitro para determinacdo do melhor 6rgdo doador. Assim, nos diversos protocolos de
micropropagacdo foram usados como fontes de explante segmentos de caule apicais, nodais,
internodais e também folhas e raizes. Dibax et al., (2013) otimizou o protocolo de regeneragdo
in vitro de cana-de-agucar usando segmentos de folhas, enquanto Vidal et al., (2013) e
Resende et al. (2015) usaram o tecido nodal para propagarem in vitro de mamoeiro e Lippia
rotundifolia, respectivamente. No entanto, o segmento internodal foi o mais eficiente para
propagacao de alfavaca (AMARAL et al., 2007) e laranja-azeda (SILVA et al., 2010). Ja o
segmento apical foi amplamente usado na micropropagacéo das plantas de menta (TONIETO



et al., 2008), lavanda (MACHADO et al., 2011) e cerejeira (GOLLE et al., 2012). De acordo
com Lima-Brito et al. (2011), a maior quantidade de tecidos meristeméaticos nos explantes
favorecem o processo de morfogénese, o que explica o fato do segmento apical apresentar
vantagens em relacdo ao nodal, principalmente em espécies herbaceas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Tanto na fase de proliferacdo de brotos quanto na fase de enraizamento, além dos
fitohorménios a escolha do meio nutritivo e a consisténcia influenciam nos resultados
esperados. Na literatura consultada foi encontrada quase unanimidade no uso do meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), na sua concentracdo original e modificada, na consisténcia
liquida e semi-s6lida, atendendo assim as necessidades dos diferentes vegetais.

Desta maneira, gemas de abacaxizeiro foram cultivadas em meio MS liquido
(BARBOZA et al., 2009), o mamoeiro enraizou em meio MS sélido (SCHMILDT et al.,
2010), a micropropagacdo de bananeira foi realizada em meio MS liquido (ANDRADE et al.,
2011), a proliferagdo in vitro de bromélias ocorreu em meio MS liquido ( MENGARDA et
al.; 2009), a multiplicacdo in vitro de bastdo-do-imperador utilizou o meio MS soélido
(COLOMBO et al., 2010), e a inducéo de brotacdo in vitro de curaua obteve sucesso no meio
MS liquido (MOREIRA et al., 2011). O uso da consisténcia liquida do meio nutritivo & um
atrativo nas pesquisas in vitro, haja vista que a auséncia de um agente solidificante traz
praticidade e diminuig&o de custo neste processo de propagacao assexuada.

Outras vantagens de ordem fisica e quimica é que a dgua presente no meio, por
ndo ter agar, fica com o potencial hidrico mais alto, facilitando a diluicdo uniforme dos
minerais e reguladores de crescimento e o0s tornando mais disponiveis aos explantes no meio
de cultura, podendo assim haver maior absor¢édo dos nutrientes e provavelmente interferir de
forma positiva na formacdo dos 6rgdos. Contudo, segundo lvanova e Staden (2009), o alto
potencial hidrico e osmético do meio liquido pode ser uma desvantagem, uma vez que
promovem ao tecido alto conteddo de &gua, deixando-o fragilizado, vitrificado ou
hiperhidrico. Para George (1993) a hiperhidricidade no tecido vegetal é consequéncia da
caréncia de oxigénio, comprometimento nas trocas gasosas e na respiracdo. Taiz e Zeiger
(2004) complementam esta explicagdo, afirmando que durante o processo de anoxia ou
hipoxia nas raizes ocorre prejuizo na producdo de adenosina-trifosfato (ATP) prejudicando o

crescimento e desenvolvimento dos 0rgaos.
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RESUMO

A Cononobea scoparioides ¢ uma planta herbacea e aromética. Ndo possui sistema de
propagacdo sistematico eficiente. Objetivou-se com este trabalho identificar um processo de
micropropagacao. Foi observado o comportamento de trés tipos de explantes (apical, nodal e
internodal) em quatro doses de BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L™) no meio MS sélido na
proliferacdo de brotos; ja na fase de enraizamento foram estudadas duas concentracdes do MS
(1/1 e 1/2) liquido com quatro doses de AIB (0,0; 0,25; 0,5 e 0,75 mg.L™). A obtencio de
brotos viaveis ocorreu através dos segmentos caulinares apicais e nodais na auséncia e na
presenca de 1 mg.L™ de BAP. A percentagem de enraizamento e nimero de raizes foi
superior no meio de cultivo liquido MS 1/1, suplementado com 0,5 mg.L™" de AIB. A
pataqueira se micropropagada atraves do meio de cultura MS, sendo otimizada na presenca

dos reguladores de crescimento, BAP e AIB, utilizando os explantes apicais e/ou nodais.

Palavras-chave: Organogénese direta. Pataqueira. Reproducgéo assexuada.
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ABSTRACT

Conobea scoparioides is an aromatic herbaceous plant. It did not have an efficient
propagation system. The aim of this work was to identify a micropropagation process. The
behavior of three explant types was investigated (apical, nodal and internodal) in four BAP
doses (0.0; 1.0; 2.0 and 3.0 mg L™) in solid MS medium in shoot proliferation; in the rooting
stage, though, two concentrations of liquid MS medium (1/1 and ¥2) with four IBA (0.0; 0.25;
0.5 and 0.75 mg L™) doses were studied. The obtaining of viable shoots occurred through
shoot apex and nodal segments in the absence and in the presence of 1 mg.L™ de of BAP. The
percentage of rooting and the number of roots were superior in the 1/1 liquid MS + 0.5 mg.L™
IBA. Pataqueira can be micropropagated through MS culture medium, being optimized in the

presence of growth regulators, BAP and IBA, using the apical and/or nodal explants.

Key words: Asexual reproduction. Direct organogenesis. Pataqueira.
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1 INTRODUCAO

Conobea scoparioides Benth., conhecida como “pataqueira”, erva de grande
utilidade, é matéria-prima de 6leos essenciais para formulacdo de perfume industrializado no
Brasil (OLIVEIRA, 2015). Devido a exploracdo indiscriminada, muitas vezes ndo héa
quantidade suficiente para abastecer o mercado com plantas. Assim, tem-se desenvolvido
pesquisas na tentativa de encontrar um método de propagacao sistematico para a espécie.

Gonzélez Mina e Hurtado Montano (2011) estudaram a propagacdo de pataqueira
por semente, obtendo em média 51% de germinacdo, e por via de estaquia apenas 37% de
vigamento. Percebe-se que 0s métodos de propagacdo apresentam limitacoes.

Para tanto, a cultura de tecidos vegetais pode ser uma alternativa, ja que esta
intimamente ligada a acdo dos fitohormonios e tem facilitado a compreensao do crescimento e
desenvolvimento das plantas sob condi¢des controladas. Entre as substancias reguladoras de
crescimento, a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais usada no processo de indugéo
de brotos. Rotineiramente também se encontra a auxina, acido indolbutirico (AIB), nos
estudos de rizogénese in vitro. Em decorréncia disto, algumas espécies medicinais como
Artemisia annua L. (HAILU; ABERA; MARIAM, 2013) e Calendula officinalis (VICTORIO
et al., 2012) estabeleceram o protocolo de micropropagagao in vitro.

Para elaboracdo de um protocolo de propagacdo em condi¢fes controladas, outros
fatores influenciam; entre eles o tipo do explante, a concentracdo dos sais e a consisténcia do
meio de cultura. O segmento apical foi amplamente usado pelos pesquisadores Tonieto; Perini
e Tonieto (2008) na micropropagacao da menta. A concentracdo do nitrogénio pela ¥2 no meio
nutritivo de consisténcia liquida obteve sucesso no enraizamento de Phyllanthus tenellus
Roxb (VICTORIO et al., 2010), enquanto que 0 meio de cultivo sélido promoveu maiores
médias de proliferacdo e de enraizamento de brotos de teca (FERMINO JUNIOR; NAGAO;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009).

Desta maneira, a técnica de cultura de tecidos vegetais através da
micropropagacdo pode ser promissora como método de propagacao para a pataqueira. Assim,
neste trabalho teve-se como objetivo identificar um processo de micropropagacdo para a

pataqueira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 | Experimento: multiplicagdo in vitro

Os explantes utilizados foram obtidos a partir de plantas de pataqueira
estabelecidas in vitro. Em camara de fluxo laminar horizontal (Pressdo 0,22 mm H,0),
segmentos caulinares apical, nodal e internodal com tamanhos de 1,0 cm de comprimento
foram inoculados em frascos de 200 mL contendo 30 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionado com 0,0; 1,0; 20 e 30 mgL™ de
benzilaminopurina (BAP) e solidificado com phytagel a 0,2%. Em seguida, os frascos foram
mantidos em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial 3x4 (segmentos caulinares x concentracbes de BAP) totalizando 12
tratamentos, representados por dez repeticdes e cada repeticdo representada por um frasco
contendo trés segmentos. Ap6s 30 dias da inoculacdo, foi avaliada a percentagem de

sobrevivéncia, o nimero de brotos e altura dos brotos.

2.2 11 Experimento: rizogénese in vitro

Os explantes utilizados foram obtidos a partir de plantas de pataqueira
estabelecidas in vitro e mantidas no meio de cultura MS solido na auséncia de regulador de
crescimento. Segmentos caulinar apical de + 1,5 cm de comprimento e com um par de folhas
foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura liquido em duas
concentragdes (1/2 e 1/1) de sais minerais do meio MS, suplementados com 0,0; 0,25; 0,50 e
0,75 mg.L™" de Acido indol butirico (AIB). Os explantes foram inoculados em tubo de ensaio
(2,5 x 2,5 x 8 cm) contendo pontes de papéis filtro como base para o meio liquido. O material
foi mantido em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial 2x4 (duas concentragcbes de sais MS x quatro concentracbes de AIB),
totalizando oito tratamentos com 10 repeticbes e cada repeticdo representada por um
explante/tubo. Apds trinta dias de incubacdo foram avaliados a percentagem de enraizamento,

namero de raizes/broto e porcentagem de sobrevivéncia dos brotos.



19

2.3 CondicGes dos meios nutritivos e da sala de crescimento

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,870,1. Posteriormente foram
autoclavados a 120°C, 1 atm, por 20 minutos. A sala de crescimento manteve a temperatura
média de 25*3°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro, irradiancia de fétons de 30

pmol m? s, utilizagdo de lampadas Silvania F40 W T10.

2.4 Andlises estatisticas

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para verificar o comportamento das
variaveis nimeros de brotos e percentagem de enraizamento em funcdo das doses de BAP e
AIB foram avaliadas pela analise de regressdo (P < 0,05) utilizando o software estatistico
ASSISTAT Versao 7.7.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicacéo in vitro

No Grafico 1, observa-se que os numeros de brotos dos segmentos apicais e
nodais se diferenciam de forma crescente a partir da menor dose de BAP (1 mg.L™). Enquanto
0 segmento apical aumenta o nimero de brotos com o aumento das concentragdes de BAP, o
segmento nodal diminui 0 nimero de brotos com o aumento das dosagens de BAP. A relacéo
positiva de inducdo de brotos entre 0 BAP e 0 segmento apical foi de 96% de acordo com o
comportamento de tendéncia quadratica. Entende-se que o estimulo do BAP exdgeno depende
do tecido em que esta atuando e da concentracdo adequada. Segundo Fermino Junior; Nagao e
Scherwinski (2009) existe uma menor quantidade de receptores de BAP e/ou menor
concentracdo enddgena em tecidos mais velhos. Vicente; Almeida e Carvalho (2009) indicam

a dose de 1 mg.L™* BAP para melhor multiplicacéo de brotos de Vernonia condensata.

Gréfico 1 - Nimero de brotos de pataqueira cultivados em meio de cultura MS com adigéo de doses de BAP.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Verifica-se nos resultados da Tabela 1, que ocorreu interacdo com diferencas
significativas entre as concentracdes de BAP e o tipo de explante para numero de brotos. O

maior valor significativo foi obtido na presenca de 3 mg.L™ de BAP + segmento caulinar
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apical com a média de 51,5 brotos/explante e o menor valor com 1 mg.L™ de BAP + o
segmento caulinar nodal com a média de 9,0 brotos/explante. Foi observado que o aumento da
concentracdo de BAP na presenca do segmento caulinar apical aumentava o nimero médio de
brotos em forma de roseta. A formacao de rosetas pode ser uma conseqiiéncia negativa do
determinismo da citocinina sobre a formacdo de brotos. Isto ocorre quando ha excesso de
citocinina, provocado pela soma da fonte enddgena mais exégena (NOGUEIRA et al., 2007).
Assim, foi observado na interacdo que a maior média do nimero de brotos de 34,31 ocorreu
na presenca do segmento caulinar apical quando comparada com a média do segmento
caulinar nodal (15,32).

Tabela 1 - Percentagem de sobrevivéncia (SOB), nimero (NB) e altura (cm) de brotos (ALT), de pataqueira
cultivados in vitro em meio MS com adicéo de doses de BAP.

Explante

Apical Nodal Apical Nodal Apical Nodal
BAP (mg.L™) SOB % BAP NB % BAP ALT XBAP
0 90 80 56,67a 25,75bA  28,80aA 27,44b 3,07 2,42 2,77a
1 80 20 33,33b  28,75bA  9,00bB  22,17b 2,65 1,29 2,26a
2 70 20 30,0b  31,25bA 13,50bB  25,33b 1,13 0,84 1,05b
3 80 20 33,33b 51,50aA 10,00bB  37,67a 1 0,7 0,89b

X de Explantes 80,0A 35,0B 34,31A 15,32B 1,96A 153A

C.V (%) 29,04 21,9 31,16

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.

Vale destacar que na auséncia do regulador de crescimento as médias dos
nameros de brotos provenientes dos segmentos caulinares apicais e nodais nao diferiram entre
si e apresentaram brotos bem definidos em médias de 25,7/explante e 28,8/explante,
respectivamente. Sugerindo que os dois segmentos de pataqueira apresentam capacidade
morfogénica na formacdo de brotos independente da presenca de citocinina exdgena. O
mesmo correu com ipé-roxo in vitro, que quando na auséncia de citocinina obteve os maiores
valores de producdo de brotos (MARTINS et al., 2009). Segundo este autor, a citocinina
enddgena é o suficiente para induzir alta proliferagdo de brotos.

N&o houve interacdo entre as concentracdes de BAP e os tipos de explantes para

as variaveis de percentagem de sobrevivéncia e altura dos brotos. Assim, para a percentagem
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de sobrevivéncia a maior média (80 %) foi obtida na presenca do segmento caulinar apical,
enquanto o segmento caulinar nodal obteve uma média de 35 % de sobrevivéncia. Nao houve
sobrevivéncia para o segmento caulinar intermodal, a menor quantidade de tecido
meristematico presente nesse tipo de explante deve ter influenciado no resultado.

Segundo Erig e Fortes (2002) todos os tecidos vegetais apresentam totipoténcia,
mas se tratando de micropropagacgéo os explantes mais eficientes sdo aqueles que possuem
maior quantidade de tecido meristematico, como as gemas e meristemas. Essa resposta vai
depender também da espécie, pois Amaral et al. (2007) obtiveram através do segmento
internodal de Ocimum selloi uma frequéncia de organogénese de 93,33%, em meio de cultivo
MS. Na micropropagacao da ipecacuanha o explante mais eficiente na multiplicacéo de brotos
tem sido o segmento caulinar internodal (LAMEIRA et al., 1994). Por outro lado, Golle et al.
(2012) afirmaram que o0s segmentos apical e nodal sdo o0s mais promissores no
estabelecimento de Eugenia involucrata DC.

Para altura dos brotos as maiores medias foram obtidas na auséncia e com 1 mg.L"
! de BAP, respectivamente 2,77 cm e 2,26 cm, sem ocorrer diferenca significativa. Pode-se
observar que a medida que a concentracdo de BAP aumentava, o tamanho dos brotos era
reduzido, originando brotos em forma de rosetas. Estes resultados corroboram com os de
Vicente; Almeida e Carvalho (2009), quando Vernonia condensata Baker esteve na auséncia
de BAP apresentou maior altura média.

3.2 Rizogénese in vitro

Nos resultados apresentados no Gréafico 2, pode ser observado que as maiores
porcentagens de enraizamento sdo promovidas pela interacéo entre o AIB e os dois meios MS,
e que eles apresentam picos maximos em diferentes concentracdes de AIB, o MS (1/2) em
0,25 mg.L™ e 0 MS (1/1) em 0,50 mg.L™, sendo a média do MS (1/1) superior ao do MS
(1/2). Entende-se que a maior inducédo de raiz nos brotos de pataqueira esta na dependéncia da
acdo 6tima do AIB, e este depende da concentracdo de nutrientes do meio. De forma que
Bielach et al. (2012) relatam que uma concentragdo excessiva de AIB (0,75 mg.L™) no meio
nutritivo pode ser toxica. Assim, 0 maior enraizamento nos brotos de Menta sp foi observado
na auséncia de auxina exégena no meio MS 1/1 (TONIETTO; PERINI; TONIETO, 2008).

Percebe-se que o nivel de ocorréncia da rizogénese também ¢é influenciado pela quantidade
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interna de hormonios, ou seja, a espécie € um fator determinante no processo organogénico de

raiz in vitro.

Gréfico 2- Percentagem de enraizamento em funcédo das doses de AlB.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Observa-se na Tabela 2 que houve interacdo entre meio MS liquido com AIB para
as porcentagens variaveis de enraizamento e nimero de raiz, mas ndo para percentagem de
sobrevivéncia. A maior porcentagem de enraizamento (87,50%) ocorreu no meio MS liquido
1/1 na presenca de AIB a 0,5 mg.L™ e a menor porcentagem foi de (8,33%) na auséncia de
regulador. No MS liquido % + 0,25 mg.L™ de AIB foi verificado o maximo de 58,33% de

enraizamento enquanto o minimo de 16,67% ocorreu no controle.
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Tabela 2- Avaliagdo da sobrevivéncia (%) =SOB , enraizamento (%) = ENR, nimero de raiz = NR, dos brotos
de Pataqueira cultivados in vitro em meio MS Liquido (1/1= concentragdo original) e (1/2 = concentracdo
modificada) com adicdo de doses de AlB.

Meio MS Liquido
)y (@2 (/1) (1/2) (/1) 1/2)

AlIB % AIB % AIB % AIB
(mg.L™h SOB ENR NR

0,00 76,67 7500 7583b  833Ab 16,67Aa 12,50b 2,081Ab 1,614Ab 1,841b

0,25 100,0 100,0 100,0a 62,50Aa 58,33Aa 60,42a 3,749Aa 3,187Aa 3,468a

0,50 100,0 93,33 96,67a 87,50Aa 33,33Ba 60,42a 4,953Aa  2,547Bab 3,749

0,75 100,0 86,67 93,33a 66,67Aa 33,33Ba 50,00a 4,521Aa  2,329Bab 3,425a
X de Meios 94,17A 88,75A 56,25A  35,42B 3,826A 2,329B

C.V (%) 17,74 34,38 30,21

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pelo autor

Assim, pode-se dizer que para indug@o de maior percentagem de enraizamento, 0s
brotos de pataqueira necessitam de maior concentracao de sais (1/1) e presenca de AIB. Desta
forma, potencializou-se a rizogénese numa escala de 10 vezes mais. Este comportamento
corrobora com os de Victorio et al. (2010), nos quais a rizogénese de Phyllanthus tenne Roxb
foi intensificada na presenca de AIB. Segundo Friend; Coleman e Berbrands (1994), durante
a fase de enraizamento in vitro o metabolismo das plantulas encontra-se acelerado e
produzindo novos compostos, precisando assim da adicdo de maiores concentracdes de
nutrientes e da presenca de reguladores que proporcionem melhor aproveitamento deste
estado metabolico em que se encontra o vegetal.

O numero de raizes/broto seguiu a mesma tendéncia da percentagem de
enraizamento, ou seja, a interagdo do meio MS 1/1 + 0,50 mg.L™ de AIB também
potencializou esta variavel, promovendo 5 raizes/broto; ja o tratamento controle apresentou 2
raizes por broto. Enquanto no MS ¥ + 025 mg.L™ de AIB foi observado 3 raizes/explante e o
controle apresentou aproximadamente 2 raizes por explante. Este contexto é semelhante ao
verificado em orquidea, quando o maior numero de raizes foi promovido pelas menores
concentracdes de AIB (1 e/ou 2 mg.L™) no meio MS (SILVA et al., 2013). Segundo Salisbury
e Ross (2006), a eficiéncia do AIB no processo da rizogénese é devida a rapida
metabolizacdo, principalmente na fase final de formac&o do 6rgéo.

A sobrevivéncia dos brotos de pataqueira independe da concentracdo de nutrientes

do meio MS propostos neste estudo. Logo, podemos inferir que as duas concentragdes de sais
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suprem as necessidades nutricionais de forma semelhante. Este resultado corrobora com os de
Tonietto; Perini e Tonieto (2008), no qual a menta in vitro cresceu de forma semelhante nos
meios MS 1/3 e 1/1 de sais.

As percentagens de sobrevivéncia nos tratamentos com auxina ndo se
diferenciaram entre si e foram superiores ao controle. A presenca de AIB (0,25 mg.L™)
garantiu 100% enquanto o controle apresentou 75,83%. E de conhecimento geral que as
auxinas induzem o enraizamento e este aumenta a capacidade de absor¢cdo dos nutrientes, o
que explica haver quantidade superior de brotos vivos nos meios com o regulador de
crescimento. Contudo, existem espécies que ndo precisam de auxina exdgena para induzir
positiva e significativamente o enraizamento e a sobrevivéncia. Machado et al. (2013), ao
estudar o enraizamento da Landula angustifélia Miller, verificaram que a presenca de AIB no
meio MS ndo é vantajosa para a sobrevivéncia nem para o enraizamento dos brotos in vitro. O
AIB promoveu diferencas significativas nas trés varidveis, entendendo-se que a acdo desta
auxina é essencial para promover mudancas no desenvolvimento dos brotos de pataqueira in

vitro.
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4 CONCLUSAO

A pataqueira se micropropagada através do meio de cultura MS, sendo otimizada
na presenca dos reguladores de crescimento, BAP e AIB, utilizando os segmentos apicais e/ou

nodais.
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CAPITULO Ill — Efeito do subcultivo in vitro na formacao de plantulas de

Conobea scoparioide Benth.
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RESUMO

O Brasil € mundialmente o terceiro maior consumidor de perfumes. A planta pataqueira é
produtora de 6leos essenciais (timol, metiltimol e a-felandreno), cujo balanceamento produz
um agradavel aroma. A exploracdo predominante da espécie é extrativista. Objetivou-se com
esse trabalho determinar o ndmero de subcultivos viaveis na formacdo de plantulas de
pataqueira. Para tanto, cinco subcultivos no meio MS adicionado com 1 mg.L™ de BAP foram
avaliados a cada trinta dias, levando em conta a porcentagem de senescéncia, brotos
responsivos, enraizamento, o nimero de brotos com altura > 1 < 2 c¢cm, nimero de brotos > 2
< 3 cm, ndmero total de brotos e altura do maior broto. Os dados coletados foram
estatisticamente avaliados através da ANOVA e teste de média. O quarto subcultivo mostrou
maiores méedias em todas as varidveis com excecao da altura do maior broto e apresentou taxa
média de brotos/explante de 24, enquanto que a quinta repicagem induziu maior percentagem
de senescéncia, menor percentagem de brotos e raizes e altas médias para numero de brotos
comaltura>1<2cme >2 <3 cm. Os subcultivos do primeiro ao quarto em intervalos de

até trinta dias sao viaveis para formacao de plantulas de pataqueira in vitro.

Palavras-chave: Pataqueira. Propagacao clonal in vitro. Sucessivas repicagens.
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ABSTRACT

Brazil is the world’s third largest perfume consumer. The pataqueira plant produces essential
oils (thymol, methylthymol and o-phellandrene), and when balanced those produce a lovely
aroma. The exploration of this species is extractive. The aim of this work was to determine
the number of viable subcultures in the pataqueira plantlings formation. For this purpose, five
subcultures in MS medium supplemented with 1mg L™ of BAP were evaluated every 30 days,
taking into account the percentage of senescence, responsive shoots and rooting, as well as the
number of shoots with height > 1 <2 c¢cm, number of shoots with > 2 < 3 cm, total number of
shoots and height of the highest shoot. The collected data were statistically evaluated through
ANOVA and test of means. The fourth subculture presented higher means for all variables
with the exception of height of the highest shoot and presented a mean rate of shoot/explant of
24, while the fifth subculture induced the highest senescence percentage and the smallest
percentage of shoots and roots, but presented high means in the number of shoots with height
> 1 < 2 cm, number of shoots > 2 < 3 cm. The subcultures from the first to the fourth in

intervals of up to thirty days are viable for the in vitro formation of pataqueira plantlings.

Key words: Clonal propagation in vitro. Pataqueira. Successive pricking out.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € mundialmente o terceiro maior consumidor de perfumes, ficando atras
dos Estados Unidos e da China (ABIHPEC, 2015). Com isto, segundo Barata (2012), a busca
por novas tecnologias é crescente, estimulando as industrias de perfumaria no Brasil a se
aliarem as universidades e centros de pesquisas.

A Conobea scoparioides é uma erva aromatica e faz parte da biodiversidade da
floresta amazdnica. Na regido norte do Brasil, habita terras Umidas de beira de rios e igarapés;
¢ herbacea de pequeno porte (MAIA; ANDRADE, 2009); pertencente a familia
Plantaginaceae (SOUZA; LORENZI, 2008). Entre suas caracteristicas mais marcantes,
destaca-se por conter dleos essenciais como timol, metiltimol e a-felandreno que expelem
odores agradaveis (COSTA et al., 2014) e atualmente geram produtos finais no avido mercado
brasileiro de perfumes e cosméticos (OLIVEIRA, 2015). Além disso, possui principio ativo
cucurbitacina E (MUSZA et al, 1994) usado no tratamento de cancer de prostata (DUNCAN
et al., 1996), avitaminose B1 e malaria (GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO,
2011). Em decorréncia de a exploracdo extrativista ser predominante, ocorre temporariamente
falta da planta no mercado.

A técnica de cultura de tecidos vegetais é amplamente usada para produgdo em
escala industrial de plantas que possuem produtos naturais de alto valor. Para tanto, segundo
DAGLA (2012), € essencial o conhecimento da biologia da planta, uma vez que cada espécie
tem necessidades diferentes e, portanto, distintos padrfes de crescimento e desenvolvimento.
O estabelecimento de plantas assépticas e a multiplicacdo in vitro, sdo fundamentais para o
sucesso da propagacéo a nivel comercial.

A micropropagacao de plantas através da organogénese direta € 0 método mais
rapido e com menor variacdo genética ao longo do tempo. Entretanto, D’amato (1986)
referencia que em decorréncia dos sucessivos subcultivos na presenca de fitorreguladores
pode haver a inducdo de variacfes somaclonais no material cultivado, o que é indesejavel a
propagacdo clonal. Por outro lado, as repicagens sdo importantes para efeito de maior
seguranga do material vegetal asséptico, otimizacdo da taxa de multiplicacdo e conservacéao
do germoplasma in vitro. Por outro lado, a presenca constante de reguladores de crescimento
— como as citocininas nas subculturas — pode influenciar negativamente a taxa de

multiplicagdo assim como o0 enraizamento de brotos, dificultando a aclimatizacdo das



32

plantulas e consequentemente inviabilizando a propagacdo em larga escala. Desta forma,
como cada espécie vegetal possui peculiaridades metabdlicas, se torna necessaria a elaboragao
de protocolos de micropropagacdo especificos a fim de atingir respostas eficientes (VIDAL;
DINIZ; SILVA, 2013).

Um protocolo de micropropagacdo é composto de varias etapas que em linhas
gerais sdo: fase de assepsia e estabelecimento do explante; multiplicacdo de brotos;
enraizamento das brotacOes; e aclimatizacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A
possibilidade de compactar o protocolo, fazendo com que as morfogéneses dos 0Orgaos
ocorram simultaneamente e de forma eficiente, com vistas a aclimatizacdo, é de suma
importancia, pois torna o protocolo resumido, pratico e econdémico. Deste modo, 0 objetivo do
trabalho foi determinar o numero de subcultivos vidveis na formacdo de plantulas de

pataqueira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Plantas matrizes

Plantas de Conobea scoparioides foram coletadas na area experimental e
cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental em Belém-PA
(latitude 01° 26" S; longitude 48° 26" W e altitude 23m). O cultivo se deu em telado com
sombrite a 70%, com temperatura média de 30+2°C, umidade relativa do ar 90% e
fotoperiodo natural. Exemplares da espécie estdo depositados no Herbario do Museu Emilio
Goeldi (MPEG), Belém-PA, sob a identificacdo n° 08, voucher: MG 177411.

2.2 Estabelecimentos in vitro

Segmentos caulinares apicais com + 2 cm de comprimento foram seccionados das
plantas mantidas no Horto. No Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da
Embrapa Amazonia Oriental, os segmentos em camara de fluxo laminar (pressdo 0,22 mm
H,O) receberam tratamento de assepsia com alcool 70% (v/v) por trés minutos e
posteriormente hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1,5% (v/v) por cinco minutos, em seguida
foram lavados em agua autoclavada por trés vezes. Posteriormente, foram incisados a * 1,5
cm de comprimento e inoculados na posi¢do vertical em tubos de ensaio (2,5 x 2,5 x 8 cm)
contendo 10 mL do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem regulador, solidificado
com Phytagel®'9™® 0,2%, fechados com tampas plasticas e vedados com filme PVC. Apés o

desenvolvimento em plantas assépticas, serviram como fonte de explantes.

2.3 Multiplicagéo in vitro

Das plantulas assépticas, foram retirados os segmentos apicais com tamanho de
1,5 cm de comprimento, inoculados em frascos de vidro de 200 mL contendo 30 mL de meio
MS adicionado com 1,0 mg.L™ de benzilaminopurina (BAP), solidificado com Phytagel$'9™®
em seguida mantidos em sala de crescimento. Apds trinta dias os brotos produzidos, em

média 25,75 brotos/explante, foram utilizados no primeiro subcultivo.
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2.4 Experimento: numero de subcultivos

Foi instalado o experimento em uma seqiiéncia de cinco subcultivos, de forma
semelhante a multiplicacdo in vitro. A cada trinta dias, de um subcultivo para o outro, foram
avaliados os percentuais de sobrevivéncia; senescéncia; frequéncia de brotos; o nimero total
de brotos; altura do maior broto; nimero de brotos > 1,0 < 2,0 cm (tipo 1, com tamanho ideal
a fase de multiplicacéo); e niimero de brotos > 2,0 < 3,0 cm (tipo 2, com tamanho ideal a
otimizacdo de enraizamento). Consideraram-se brotos aptos a aclimatizacdo os que

alcangaram altura > 3,0 cm (tipo 3).

2.4.1 CondicGes dos meios nutritivos e da sala de crescimento

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8. Posteriormente foram
autoclavados a 120°C, 1 atm, por 20 minutos. A sala de crescimento manteve a temperatura
de 25°C, fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas de escuro, irradiancia de fotons de 30 pmol m™

s, utilizacdo de lampadas Silvania F40 W T10.

2.4.1 Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).
Constituido por cinco tratamentos (cinco subcultivos) e cinco repeti¢fes, cada uma composta
de dois frascos, cada frasco contendo trés explantes apicais, totalizando seis
explantes/repeticdo e trinta por subcultivo. Os dados coletados foram submetidos a anélise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Numero de subcultivos

A senescéncia observada na Figura 1A nos brotos apicais ocorreu de forma
diferente entre os subcultivos, alcancando maior proporc¢ao no quinto subcultivo e auséncia no
terceiro e quarto ciclos de cultivo. Victorio; Lage e Sato (2012) também observaram a
presenca de senescéncia quando subcultivaram calendula officinalis no sexto ciclo. Sabe-se
que as citocininas normalmente retardam a senescéncia, porém em niveis supra-6timos
estimulam a producéo de etileno (CARY; LUI; HOWELL, 1995); este promove a degradacao
das clorofilas, instalando o processo de senescéncia. A partir disso, considera-se uma possivel
explicacdo para a senescéncia dos brotos in vitro de pataqueira. As outras variaveis
qualitativas, presenca de brotos e raizes (Figuras 1B e 1C) ndo apresentaram diferencas
significativas até o quarto ciclo de subcultivo e mantiveram maiores médias em relagdo ao

quinto subcultivo, o qual teve menor valor médio.

Figura 1- Influéncia dos subcultivos nas percentagens de senescéncia (A), presenca de brotos (B) e presenca de
raiz (C) nos Explantes apicais de pataqueira.
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Este contexto demonstra que o processo proximo de 100% de morfogénese de
broto e raiz ndo foi afetado pelo acimulo de citocinina até certa concentragdo. Um possivel
efeito toxico residual de BAP nos tecidos pode ter ocorrido a partir do quinto subcultivo,
culminando em menor valor médio de explantes responsivos para ambos os 6rgaos, 70% e
60%, respectivamente. De acordo com Plackové et al. (2015), o subcultivo com citocinina
eleva seu nivel a um excesso, inibindo o enraizamento de Pisum sativum, fato este prejudicial
a fase de aclimatizacdo. Smykal et al. (2007) relatam que brotos de repicagens mais antigas
tém maior dificuldade no enraizamento do que os de culturas mais novas. Por outro lado, esta
classe de regulador de crescimento, quando em adequadas concentragdes, induz a divisdo e a
diferenciacéo celular, acelerando o desenvolvimento tanto de raizes quanto de brotos in vitro.

As variaveis quantitativas serviram para apoiar 0s resultados anteriores e
especificar melhor a situacdo. Assim, observando as Figuras 2A, 2B e 2C, percebe-se que as
subseqlientes repicagens agiram diferentemente sobre o nimero total de brotos; altura do
maior broto (Broto com vistas a aclimatizagdo — tipo 3); nimero de brotos > 1 < 2 cm de
altura (adequados a um novo subcultivo — tipo 1); e nimero de brotos > 2 < 3 c¢m de altura

(adequados a fase de otimizacdo de enraizamento — tipo 2).

A perspectiva acima refletiu um provavel desbalanco na proporcdo de auxina:
citocinina nos brotos de pataqueira, porém em nenhuma destas situacfes foi observado
formagdo de calo e nem somaclones diferenciados a nivel mutagénico ou epigenético. Ja em
muruci-pequeno, segundo Nogueira et al. (2007), a predominancia de citocinina vinda da

soma enddgena mais exdgena pode ter influenciado a formacao de calos.

As maiores médias de alturas de brotos tipo 3, altura >3 cm (Figura 2A) foram
encontradas nos trés primeiros subcultivos de forma estaticamente semelhantes, enquanto que
no quarto e quinto ciclos ocorreram as menores médias sem diferirem entre si. Deste modo,
pode-se inferir novamente que o efeito téxico do acimulo de citocinina as menores alturas
dos brotos pode ter ocorrido diretamente por acdo do etileno que teve sua sintese estimulada.
De acordo com Colli e Purgatto (2008), o etileno em excesso age negativamente no ciclo
celular, afetando o alongamento das células, resultando em menor crescimento em altura da
parte aérea.

Exemplo disto ocorreu com as brotages de Annona glaba, que quando expostas

a niveis elevados de citocinina tiveram o comprimento negativamente afetado (SANTANA et
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al., 2009). Em relacdo ao numero total de brotos (Figura 2A) os dois ultimos subcultivos
induziram as maiores médias sem diferenca estatistica, porém com destaque a superior média
para o quarto ciclo e a sinalizacdo do quinto ciclo para a diminuicdo. Este resultado corrobora
com os de Perveen et al. (2013), pois na quarta repicagem de Caribbean copper houve
aumento na taxa de brotos/explante seguida de declinio no quinto cultivo. Neste aspecto, a
citocinina acumulada manteve a acdo inerente desta classe de regulador de crescimento, ou
seja, induziu a proliferacdo da parte aérea a partir de uma adequada concentracao que, quando
ultrapassada, passou a ser inibitdria.

Em relacdo ao nimero de brotos (Figura 2B e 2C) do tipo 1 (altura>1 <2 cm) e
tipo 2 (altura > 2 < 3 cm), as maiores médias foram promovidas por acdo do quarto e quinto
subcultivos, semelhantes entre si. J& as menores e uniformes médias foram induzidas pelos
trés primeiros subcultivos. Estes dois distintos comportamentos podem ter ocorrido por acédo
dos subcultivos, que segundo Perveen et al. (2013) promovem a diferenciacdo de gemas
dormentes logo apés a quebra da dominancia apical, fato ocorrido neste trabalho a partir do

quarto subcultivo.

Figura 2 - Influéncia dos subcultivos nas médias do nimero total e altura dos brotos (A), NB - NUmero de
brotos>1<2cm (B)e NB>2 <3 cm (C).
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Quanto a heterogeneidade representada pelos diferentes tipos de brotos em todos
os ciclos, supde-se de que todos sejam drenos e que uns conseguem carrear para si maior
quantidade de nutrientes, de acordo com as diferentes quantidades de citocininas endogenas
nos distintos brotos. Segundo Taiz e Zeiger (2009), as citocininas sdo capazes de direcionar 0s
nutrientes no momento do descarregamento dos fotoassimilados aos 6rgdos consumidores.
Por outro lado, considerando que os explantes usados tenham sido segmentos apicais, sendo
estes locais de sintese de auxina (VICTORIO; LAGE; SATO, 2012), as diferentes alturas dos
brotos de pataqueira — assim como as distintas taxas de enraizamento — podem ser decorrentes
das diferentes quantidades de auxina enddgena produzidas pelos mesmos e somadas a auxina
exogena do meio de cultura. Segundo Furtado et al. (2007), no cultivo in vitro as citocininas
e auxinas agem de forma antagbnicas; assim, quando a quantidade de citocinina €
predominante, havera a quebra da dominancia apical, seguida de maior taxa de proliferacdo de
brotos com menor altura. Contudo, se simultaneamente ocorre senescéncia, entende-se que
outro tipo de fitohorménio pode estar em ac¢do afetando a altura, como por exemplo o etileno.

Considerando que para a producdo em escala comercial seja necessaria a alta
producdo de brotos e alongamento adequado (VICTORIO et al., 2010), no estudo com
pataqueira foi demonstrado que a taxa média de multiplicacdo (25,75 brotos/explante/més)
obtida no primeiro cultivo foi aproximadamente reproduzida no quarto e quinto subcultivo.
Somado a isto, a taxa de aproximadamente 100% de enraizamento dos brotos ocorrida até o
quarto subcultivo reflete que todas as brotacdes, apos atingirem a altura de 3,0 cm, serdo
capazes de ir direto para a fase de aclimatizacdo, assim como 0s brotos responsivos ao
enraizamento (60%) da quinta repicagem. Logo, de um modo geral para a micropropagagédo
de pataqueira ndo houve necessidade da fase de inducéo de enraizamento.

Werbrouck et al. (1996) afirmam a existéncia de uma relacdo direta entre o
enraizamento inadequado in vitro e a reduzida taxa de aclimatizacdo. No estudo com
pataqueira foi demonstrado que plantulas enraizadas nos subcultivos obtiveram 100% de

sobrevivéncia na aclimatizacdo, além de formarem mudas viaveis ao cultivo no campo.
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4 CONCLUSAO

Os subcultivos, do primeiro ao quarto, em intervalos de até trinta dias sdo viaveis

para a formacéo de plantulas de pataqueira in vitro.
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CAPITULO IV - Efeito dos substratos na aclimatizagio e formac&o de mudas de
Conobea scoparioides Benth.
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RESUMO

A Conobea scoparioides é uma espécie medicinal de habitat alagado. Atualmente ndo ha um
adequado sistema de formacdo de mudas para atender a demanda. Assim, o objetivo deste
estudo foi identificar o substrato mais adequado a aclimatizacdo de plantulas de pataqueira e
formacdo de mudas viaveis para cultivo. Foram utilizados os substratos terra preta; terra
preta+pd de serragem; e terra preta+po de serragem+esterco bovino curtido. Ao final de vinte
e um dias de experimentacdo foram coletados: percentagem de sobrevivéncia; comprimentos
(cm) da parte aérea e sistema radicular; numeros de brotos e de folhas, os quais foram
estatisticamente avaliados através da ANOVA e teste de média. Em todos os substratos a
sobrevivéncia das mudas foi de 100%. A mistura de terra preta+p6 de serragem-+esterco
bovino apresentou 0s maiores valores médios na maioria das variaveis, enquanto o substrato
constituido somente por terra preta foi 0 que promoveu menor crescimento nas plantas. Os
substratos testados sdo adequados para a aclimatizagdo. Em destaque, o substrato terra
preta+pd de serragem-+esterco bovino curtido como o mais indicado dentro dos estudados

para formacdo de mudas viaveis.

Palavras-chave: Adaptacéo ex vitro. Crescimento. Micropropagagéo. Pataqueira.
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ABSTRACT

Conobea scoparioides is a medicinal species of wetland habitat. Currently, there is no proper
seedling formation system to meet the demand. Therefore, the aim of this study was to
identify the most suitable substrate for the acclimatization and formation of viable pataqueira
seedlings for the cultivation. The applied substrates were soil, soil + sawdust, and soil +
sawdust + matured bovine manure. After twenty-one days of experimentation, the collected
data were: the survival rate, the length of aerial part and root system and the number of shoots
and leaves, which were all statistically analyzed through ANOVA and test of means. In all
substrates the survival was 100%. The soil + sawdust + matured bovine manure mixture
presented the highest mean values for most of the variables, while the substrate consisting of
only soil promoted the lowest growth in the plants. The tested substrates are suitable for
acclimatization. Highlighted here the soil+sawdust+matured bovine manure mixture as the

most appropriate within the studied substrates for the formation of viable seedlings.

Keywords: Ex vitro adaptation. Growth. Micropropagation. Pataqueira.
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1 INTRODUCAO

A Conobea scoparioides, pertencente a familia Plantaginaceae (SOUZA;
LORENZI, 2008), popularmente conhecida como pataqueira, habita terras umidas do Brasil,
Argentina, Coldmbia e México (GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO, 2011), sendo
a Amazonia seu local de origem. Destaca-se por conter principios ativos de alto valor para a
indUstria farmacéutica. A substancia triterpénica cucurbitacina E estd presente na espécie
(MUSZA et al., 1994) e, de acordo com Duncan et al. (1996), pode degenerar tumores da
préstata. A planta é de ciclo anual, se propaga por sementes e por estacas caulinares
(GONZALEZ MINA; HURTADO MONTANO, 2011). Atualmente, nenhum destes sistemas
de propagacao estd sendo utilizado a nivel comercial. Segundo Lameira e Pinto (2008), é de
grande importancia a existéncia de um método de cultivo programavel que viabilize a
extracdo de produtos naturais medicamentosos. Em relacdo as plantas medicinais, transformar
espécies selvagens em cultivadas por meio de técnicas adequadas permite expressar todo seu
potencial produtivo (LAMEIRA; OLIVEIRA, 2012).

Costa, M. et al. (2014) sinalizaram a propagacdo em larga escala da pataqueira
através do cultivo in vitro, obtendo-se 20 brotos/explante. Porém, as plantas originadas da
cultura de tecidos, sdo normalmente frageis por possuir um metabolismo baseado em
condi¢cBes ambientais controladas, sem submissdo a variacdo de qualquer ordem, além de
terem a sua disposicao fonte de energia e nutrientes adequados, tornando qualquer organismo
vegetal heterotrofico (GEORGE, 1993). Além disso, contém pouca cera na cuticula foliar e
aparato fotossintético ndo funcional, acarretando baixa taxa de sobrevivéncia na aclimatizaco
(CHANDRA et al., 2010). Existem relatos do desconforto destas plantas através da
sobrevivéncia abaixo de 100% durante o transplantio. Lédo et al. (2007) obtiveram apenas
23% de sobrevivéncia das plantulas de coqueiro-ando. Neste sentido, hd necessidade de
estudos que viabilizem a resisténcia das pataqueiras durante a aclimatizacéo.

Novas condi¢Ges ambientais impostas durante a aclimatizagdo podem promover
ao vegetal incbmodo com grau de gravidade variado, podendo chegar ao nivel maximo e leva-
lo @ morte. Barboza et al. (2006) citam necessarios empenhos fisiol6gicos e morfoldgico a fim
de evitar tal situacdo. Para tanto, segundo Padua et al. (2014), as plantas precisam absorver
rapidamente &gua e sais minerais, contrapondo a alta taxa de transpiracdo foliar, dai a

importancia da presenca de raizes nas plantas no inicio desta etapa.
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Segundo Grave et al. (2007), as espécies reagem diferentemente a um novo
substrato devido as suas préprias peculiaridades genéticas e fisiologicas. Embora lenta, a
efetiva capacidade de fotossintese destas plantas é um indicativo de adaptacao (VILLALOBO
et al.,, 2012). Portanto, a porosidade de um substrato pode definir a viabilidade da
aclimatizacdo de uma espécie (STEFANELLO et al., 2009), haja vista que a mistura de
particulas com diferentes tamanhos tende aumentar a porosidade, melhorando o crescimento
de mudas. Para isto, € primordial que haja um balanceamento entre a capacidade de reter agua
e a difusdo gasosa. Existem suportes que sdo péssimos na retencdo hidrica, é o caso da areia
(SODRE; CORA; SOUZA JUNIOR, 2007). Quando isto ocorre, altera-se inadequadamente o
alongamento, a divisdo e a diferenciacdo celular, e os pardmetros que demonstram o
crescimento e desenvolvimento sdo negativamente afetados (PEREIRA et al., 2002).
Entretanto, outros substratos com maior capacidade de campo (CC) e nutricional — como a
terra, po de serragem e himus — tém mostrado maior eficiéncia no cultivo de planta herbécea
durante o processo de formacgédo de muda (TERRA et al., 2014). Conforme as orientacdes de
Muniz, Barbosa e Orbes (2010) a porosidade de 85% € a ideal em um substrato. Estes
pesquisadores constataram valores de porosidade e capacidade de retencdo de agua (CRA)
proxima ao ideal para os substratos Esterco bovino e Esterco bovino+P¢ de serragem (1:1).

A Conobea scoparioides € uma espécie de ambiente alagado e a adaptacdo ex
vitro é um momento de desidratacdo. Deste modo, o objetivo desta pesquisa foi identificar o
substrato mais adequado a aclimatizacdo de plantulas de pataqueira e formacdo de mudas

viaveis para cultivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Identificac@o da espécie vegetal estudada

No presente estudo, utilizaram-se plantas inteiras de Conobea scoparioides
Benth.-Plantaginaceae, coletadas e identificadas pelo parataxonomista Ferdinando Cardoso do
Nascimento, na area experimental da EMBRAPA Amazonia Oriental em 28/07/2005,
identificada sob o n® 08, voucher: MG 177411, depositadas no herbario do Museu Emilio
Goeldi (MPEG), Belém-PA.

2.2 Enraizamento in vitro

Foram utilizadas plantulas de pataqueiras previamente estabelecidas in vitro no
Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa Amazoénia Oriental em
Belém-PA. Em bancada de fluxo laminar (Pressdo de 0,22 mm H,0) as plantulas foram
excisadas, retirados os segmentos apicais de + 1,5 cm de comprimento com um par de folhas
e inoculados em posicédo vertical em frascos de vidro (200 ml) contendo 30 ml de meio MS
1/1 dos sais, suplementado com 0,5 mg.L™ de AIB (Figura 1a). Posteriormente, incubou-se

em sala de crescimento.

2.2.1 CondicGes dos meios nutritivos e da sala de crescimento

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8. Posteriormente foram
autoclavados a 120°C, 1 atm, por 20 minutos. A sala de crescimento manteve a temperatura de
25°C, fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas de escuro, irradiancia de fétons de 30 umol m? s°

! utilizagdo de lampadas Silvania F40 W T10.
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2.3 Experimento: aclimatizacéo ex vitro

2.3.1 Material vegetal

Trezentos brotos enraizados in vitro foram utilizados nos tratamentos para
aclimatizacdo. Este material vegetal foi retirado dos frascos e em seguida lavado
cuidadosamente em agua corrente e uniformizado em altura de 3,0 cm; os sistemas radiculares
foram seccionados para 1,0 cm de comprimento. Todos os brotos continham quatro folhas,

cuja area foliar foi reduzida a metade (Figura 1b).

2.3.2 CondigOes experimentais

O estudo ocorreu no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental
em Belém-Pa (latitude 01° 26" S; longitude 48° 26" W e altitude 23m), por vinte e um dias
durante maio de 2014. Utilizaram-se trés bandejas de polipropileno com tubetes de 14,5 cm
de comprimento e 2,5 cm de didmetro, contendo trés substratos: Terra preta, Terra preta + P
de serragem (1:1) e Terra preta + P6 de serragem + Esterco bovino curtido (1:1:1). Ap6s o
transplantio os substratos foram hidratados proximo a capacidade de campo (CC). Em seguida
as bandejas foram envolvidas com plastico transparente. A fim de manter uniformidade
granulométrica, todos os componentes das misturas de substratos foram previamente
peneirados em malha de 5 mm. A aclimatizacdo se deu em telado com sombrite a 70%, com
temperatura média de 30°2°C, umidade relativa do ar 90% e fotoperiodo natural. A terra preta
foi proveniente dos primeiros 20 cm de um solo tipo Latossolo Amarelo Distrofico tipico,
textura média (EMBRAPA, 2006).

2.3.3 Material em aclimatizacdo ex vitro

Apbés o preparo do material vegetal, as plantulas de pataqueira foram
transplantadas para os tubetes com os diferentes substratos, em seguida foram envolvidas com
plastico transparente, manteve-se uma plantula/tubete (Figura 1c). Apos cinco dias o plastico

foi retirado e as mudas continuaram em aclimatizagcdo por mais dezesseis dias, com irrigagcdo
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por duas vezes ao dia, totalizando vinte e um dias de aclimatizacdo (Figura 1d). Apds, o
experimento foi desmontado, e as plantas foram avaliadas quanto ao crescimento:
percentagem de sobrevivéncia; altura da planta (medido a partir da superficie do substrato a
marca de insercdo do Ultimo par de folhas); comprimento do sistema radicular (cm) tomando
por base a maior raiz (Figuras 1e, 1f); as percentagens de incremento de crescimento (IC) da
altura e do comprimento da raiz, utilizando-se a formula IC=(MF-MI)/M1*100, sendo MF-MI
a diferenca entre os valores mensurados das médias final e inicial. Como variaveis de
desenvolvimento se usou 0s nimeros de brotos e de folhas. As plantas sobreviventes foram

consideradas como aclimatizadas.

Figura 1- Sequéncia da manipulagcdo do material vegetal de pataqueira no experimento de aclimatizagdo de
pataqueira. (a) Brotos enraizados in vitro, (b) Brotos enraizados com a area foliar reduzida, (c) Plantulas em
aclimatizacéo ex vitro, (d) Muda ap6s 21 dias de aclimatizagdo e (f) Mudas em avaliacdo.

v

e

Fonte: Elaborada pela autora
2.3.4 Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
composto por trés tratamentos: terra preta, terra preta + po de serragem (1:1 v/v) e terra preta
+ pb de serragem + esterco bovino curtido (1:1:1 v/v/v). Foram usadas dez repeti¢fes, cada
uma com dez plantas, totalizando cem plantas por tratamento e trezentas no experimento. Os
dados coletados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aclimatizacéo ex vitro

Obteve-se 100% de sobrevivéncia das plantas em todos os substratos no periodo
de aclimatacdo de vinte e um dias (dados né&o apresentados). Entretanto, na aclimatizacdo de
plantulas de coqueiro-ando, Lédo et al. (2007) obtiveram baixas percentagens de
sobrevivéncia: 58,3% no substrato areia+ po de casca de coco (1:1) e 23% em areia. De outro
modo, Girardi e Pescador (2010), obtiveram 80% de sobrevivéncia ao aclimatizarem plantulas
de gengibre no substrato constituido por areia+casca de arroz carbonizado+plantmax® na
proporcédo de (1:1:1). Sob este aspecto, Pimenta (2008) explana sobre a influéncia positiva de
uma adequada estrutura de solo no desenvolvimento das plantas, levando-se em consideracao
a promocdo do equilibrio entre as caracteristicas de retencdo de 4gua e aeracéo.

Podem-se observar nos resultados da Tabela 1 diferencgas significativas entre os
tratamentos nas demais variaveis. Os resultados mostraram que a combinacdo de substratos
terra preta+pd de serragem+esterco bovino curtido foi mais eficiente, promovendo maiores
valores em todas as caracteristicas morfoldgicas avaliadas, com excec¢do para 0 numero de
folhas, apresentando assim maiores médias atingidas para a altura das plantas de 7,7 cm,
comprimento radicular de 15 cm e 2,9 brotos/planta. Em contrapartida, o substrato constituido
somente por terra preta demonstrou os menores valores médios: altura da planta de 5,2 cm,
comprimento radicular 6,3 cm e 0,8 broto/planta de pataqueira, porém com alta média para
namero de folhas. O substrato formado por terra preta+pd de serragem indica através das
médias das variaveis citadas ser o segundo mais eficiente, portanto uma alternativa na escolha
do substrato para formacdo de mudas viaveis. Além disto, apresentou uma das maiores médias
do namero de folhas (9,7). Conforme Arenas-de-Souza; Silva e Karsburg (2014) a utilizacéo
de substratos com mais de um constituinte modifica positivamente as caracteristicas fisicas e
quimicas do solo, o que fez melhorar o desenvolvimento vegetal de orquideas aclimatadas em
musgo do Chile + carvao + bolinhas de isopor (1:1:1). Percebe-se a importancia da nutricao,
no que explicam Grave et al. (2007) sobre a disponibilidade de nutrientes nos substratos
favorecer acentuadamente o desempenho do organismo vegetal, uma vez que, participam na

composicao de compostos organicos e moléculas vitais, como a clorofila.
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Neste sentido, foi verificado que em todos os tratamentos, as novas folhas das
plantas de pataqueira apresentaram auséncia de clorose, deformidades, necrose, senescéncia,
mucha e/ou abscisdo foliar, além de apresentarem excelentes condi¢Ges fitossanitarias.
Somado a isto, foi generalizada a duplicagdo no nimero de folhas. Pimenta (2008) relata que
a sobrevivéncia também esté relacionada a condicéo foliar e a transpiracéo inerente a espécie,
a qual induzird maior ou menor absor¢do de agua e nutrientes.

Assim, deduz-se que as caracteristicas fisicas dos substratos em estudo
diferenciaram-se bastante quanto a porosidade, permitindo maior ou menor capacidade de
retencdo hidrica e condutividade hidrdulica e que a espécie possui habilidade a adaptacdo ao
estresse ambiental imposto pelo experimento.

De acordo com Taiz e Zeiger (2009), o uso de substancias organicas no substrato,
como o humus, tende a formar “torrdes” que auxiliam na aera¢do, aumentam a capacidade de
campo e afetam consideravelmente o desenvolvimento das plantas. Este efeito benéfico da
presenca de matéria organica foi constado por Freire et al. (2011) durante a aclimatizacdo de
plantulas de mangaba quando cultivadas no composto de areia lavada + pd de casca de coco

seco (1:1), apresentando melhor taxa de crescimento.

Tabela 1- Efeito dos substratos na altura, comprimento radicular, nimero de brotos e de folhas em plantulas de
pataqueira obtidas in vitro e submetidas a aclimatacao ex vitro por vinte e um dias.

Altura da Comprimento NUmero NUmero
Tratamentos )
planta (cm) radicular (cm)  de brotos  de folhas
terra preta (tp) 527b 6,38 ¢ 0,89 ¢ 9,1ab
tp+pd de serragem (ps) 6,08 ab 14,23 b 16b 9,7a
tp+ps+esterco bovino curtido (ebc) 7,76 a 15,01 a 2,94 a 82D
CV% 29,90 4,72 30.29 15,2

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
Fonte: Elaborada pela autora.

Em todos os substratos (Tabela 2) as plantas tiveram maiores incrementos de
comprimento (%) locados & raiz do que a parte aérea. Pode-se inferir que na condigdo

experimental a raiz manteve-se como um forte dreno, independente do substrato. E possivel
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que a pataqueira, tratando-se de uma espécie naturalmente adaptada ao ambiente alagado,
quando cultivada em qualquer um dos trés substratos aqui estudados fique passivel a graus
diferentes de estresse hidrico. Isto explica 0 menor crescimento em comprimento do caule em
comparagdo ao da raiz da pataqueira. Marschner (1999) sintetiza que ocorre uma paralisacao
no crescimento da parte aérea quando o vegetal estd sendo cultivado em solo com déficit
hidrico e pouca aeracdo. Explicam Li e Li (2007) que o contetido de citocininas produzidas na
raiz e seu transporte a parte aérea diminuem em condicdes de secura. J& as auxinas em
condi¢cdes moderadas de secura hdo mudam sua concentracdo na parte aérea e transporte a
raiz (XU et al., 2013). Deste modo, Han et al. (2015) afirmam que a morfologia da raiz estara
na dependéncia do balanco entre citocinina/auxina promovido pelos gradientes hidricos dos
solos, e 0 aumento no comprimento do 6rgdo em condicGes de estresse hidrico seria um
indicativo de plasticidade fenotipica. Kano et al. (2011) completam dizendo que estas
respostas podem se diferenciar de acordo com o vegetal estudado, durac&o e nivel da umidade
no solo. Exemplos foram observados nas espécies feijoeiro (GOMES et al., 2000) e
pupunheira (PRIVATELLI, 2007), que quando em estresse hidrico aumentaram o crescimento

da raiz e diminuiram o crescimento da parte aérea.

TABELA 2- Incrementos (%) na altura e no comprimento radicular de plantas de pataqueira
aclimatadas por vinte e um dias em distintos substratos.

INCREMENTO (%)

Substratos Altura Comprimento da raiz
terra preta 75,76% 538%
tp+pd de serragem 102,67% 1323%
tp+ps+esterco bovino 158,67% 1401%

*tp(terra preta), ps (pd de serragem).
Fonte: Elaborada pela autora.

Durante o transplantio pode ocorrer um estresse hidrico nas plantas, mas o novo
substrato, uma vez bem hidratado, possibilita o restabelecimento e o crescimento das raizes e
pélos absorventes, aumentando assim a area de contato raiz-solo, 0 que promovera maior
hidratagdo e desenvolvimento do 6rgdo (TAIZ; ZEIGER, 2009). Este efeito foi constatado
com maior intensidade nas plantas de pataqueira na mistura com os trés tipos de particulas, no

qual a retencdo hidrica pode ter sido maior. Contudo, plantas de pataqueira normalmente tém
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dificuldades de crescimento em solo pouco Umido devido a desenvolverem poucos pelos
absorventes e serem ricas em aerénquimas, o que lIhe confere a capacidade de difusdo de
oxigénio e melhor crescimento em solos com maior retencio de dgua (GONZALEZ MINA;
MONTANO, 2011).

A pataqueira é uma espécie de rapido crescimento e, portanto, requerente de
adequada nutricdo. Para tanto, a quantidade de nutrientes presentes nos trés substratos
estudados foi o suficiente para manter 100% das plantas vivas e estas terem duplicado a altura
inicial e 0 nimero de folhas. Estes resultados corroboram com os de Costa, R. et al. (2014),
quando pléntulas de pataqueira duplicaram a altura sob o cultivo em condicdo hidropdnica.

Nesta pesquisa, 0 tempo para a completa formacdo de plantas de pataqueira e
posterior plantio no campo foi em torno de sessenta dias. Gonzalez Mina e Montano (2011)
este tempo usaram para iniciar o transplantio de C. scoparioides seminais com 51% de
germinagdo. Por outro lado, em plantas provenientes de estacas de caule o indice de
pagamento é baixo, em torno de 37%. Nesse sentido, a obtencdo de mudas de pataqueira
através da micropropagacao pode ser uma alternativa tecnolégica de producdo para a espécie.
Segundo Aoyama et al. (2012), o tempo de formacdo de mudas estd intimamente relacionado

ao custo-beneficio para a producao comercial.
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4 CONCLUSAO

Os substratos testados sdo adequados para a aclimatizacdo. Em destaque, o
substrato terra preta+p0 de serragem+esterco de curral curtido como o mais indicado dentro

dos estudados para formacdo de mudas viaveis.
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