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Tipo de explante e diferentes concentracdes
de sais em meio de cultura MS no
estabelecimento in vitro de Aniba canelilla

Explant type and different concentrations of salts in
MS medium in vitro establishment of Aniba canelilla

RESUMO: A casca-preciosa (Aniba canelilla) é uma espécie vegetal, nativa da regido
amazoOnica, com potencial econdmico, em termos silviculturais, na produgdo de perfumes
e cosméticos. Porém, uma das limitagdes para a domesticaciio da espécie € a auséncia de
métodos de propagacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tipo de explante e
de diferentes concentracdes de sais do meio de cultura MS no seu estabelecimento in vitro.
Foram utilizados dpices caulinares (1,5 cm) e segmentos nodais com duas gemas, isolados de
mudas de casca-preciosa mantidas em casa de vegetac@o. Os tratamentos analisados foram
constituidos de dois tipos de explantes e seis concentracdes de sais no meio de cultura MS,
acrescidos de 15 ou 30 g L' de sacarose e de desinfestantes. Verificou-se que o segmento
nodal foi menos sensivel aos tratamentos de desinfestacdo realizados e proporcionaram maior
sucesso na descontaminagdo, na sobrevivéncia e no estabelecimento in vitro de casca-preciosa.

ABSTRACT: Aniba canelilla is a native species from the Amazon region with economic
potential in forestry, perfume, and cosmetics production. However, one of the limitations to
its domestication is the absence of multiplication methods. In this context, the aim of this
study was to evaluate the effects of explant type and MS culture medium on its establishment
in vitro. Apical (1.5 cm) and nodal segments with two buds, isolated from seedlings kept in a
greenhouse, were used for in vitro culture. Treatments consisted of two types of explant and
six concentrations of culture medium MS salts, supplemented with combinations of 15 or
30 g L™ of sucrose and disinfectants. Nodal segments were less sensitive to the disinfestation
treatments applied and provided the most successful disinfestation, survival, and in vitro
establishment of Aniba canelilla.
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1 Introducao

A casca-preciosa (Aniba canelilla Kunth) da familia
Lauraceae € uma espécie vegetal, nativa da regido amazonica,
com potencial econdmico, em termos silviculturais, na
producdo de perfumes e cosméticos pelo alto teor de
2-nitrofeniletano (68,5%), presente no 6leo extraido do lenho.
A espécie ainda ndo foi domesticada e sua explorag@o ocorre
nas populacdes naturais (MITRA, 2010).

A espécie apresenta riscos de erosdo genética pelo fato
de sua exploracdo ocorrer de forma extrativista, numa
abundancia que varia de 0,0123 a 0,5 arvore por hectare;
adicionalmente, ocorre uma limitagao quanto a dificuldade de
propagacdo sexuada pelo ataque de insetos e roedores, o que
dificulta a realizacdo de plantios para a exploragdo comercial
(SAMPAIO, 2000). Chagas et al. (2012) relatam que as altas
taxas de destrui¢do dos biomas brasileiros tornam a exploragao
extrativista de espécies nativas arriscada, tendo em vista o risco
da perda de germoplasma.

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica promissora para
a preservacdo de fontes vegetais e a propagagdo comercial de
plantas, obtidas em menor tempo, em grandes quantidades e
com propriedades genéticas idénticas as do exemplar original
(LOPES et al., 2004). A primeira etapa do cultivo in vitro é
o estabelecimento, que vai desde a selecdo dos explantes até
a obtengdo de uma cultura livre de contaminantes visiveis
e suficientemente adaptada a essas condi¢des (ERIG;
SCHUCH, 2005). Porém, as plantas lenhosas apresentam
grandes dificuldades para estabelecimento in vitro devido
as contaminagdes dos tecidos por micro-organismos, que
podem ser minimizadas ou evitadas com a manutencio da
matriz doadora de explantes em casa de vegetacdo, com
a aplicagdo prévia e a ag¢do de fungicidas e bactericidas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para minimizar
os problemas de contaminaciio e viabilizar o processo de
estabelecimento in vitro, diversas substiancias tém sido
testadas, sendo os compostos a base de cloro e etanol os mais
utilizados no processo de desinfestacdo (SILVA et al., 2005),
sendo que, em alguns casos, hd a adicdo de antibidticos ao
meio de cultura (FERREIRA; SANTOS; BRAGADO, 2009).

Nesse contexto, as técnicas de cultura de tecidos sao
especialmente Uteis para espécies de plantas nativas pelo
fato de possibilitar sua utilizacdo por meio da propagagdo
massal de mudas, bem como de representar uma alternativa
na conservacgdo da diversidade genética do germoplasma
de espécies de diferentes origens (CHAGAS et al., 2012).
A cultura de tecidos também estd relacionada entre as
técnicas indispensaveis para dar suporte aos programas
de melhoramento genético de espécies florestais, com os
propdsitos de acelerar e gerar resultados de alta confiabilidade
(GOLLE et al., 2009).

O cultivo in vitro de A. canelilla permitird conservar,
propagar e reproduzir gendtipos superiores, livres de
contaminagdo, além de evitar uma possivel erosdo genética.
Atualmente, nao ha registro de protocolos de propagagao in
vitro para essa espécie.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tipo de
explante e de diferentes concentracdes de sais de meio de
cultura MS, no estabelecimento in vitro de casca-preciosa.
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2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Estadual do Amazonas
(UEA), Manaus-AM. Foram utilizados dpices caulinares
(1,5 cm) e segmentos nodais com duas gemas sem folhas,
isolados de mudas de casca-preciosa mantidas em casa de
vegetacdo. Antes da retirada dos explantes, iniciou-se o
tratamento preventivo das mudas com aplica¢des de antibidtico
ampicilina (1.000 mg L), trés vezes por semana, durante
quatro semanas. Na segunda semana, acrescentou-se as
pulverizagdes o fungicida Benomyl [Metil-1-(butilcarbamoil)-
2-benzimidazol carbamato], na concentragdo de 12 g L.
Ao final do tratamento preventivo e um dia anterior a coleta,
algoddes saturados com dlcool 70% foram friccionados nos
apices caulinares e nos segmentos nodais das mudas, visando
a quebrar a tensdo superficial ocasionada pela cera natural das
folhas e diminuir a contaminagdo in vitro (PASQUAL, 2001).
No dia seguinte, os explantes foram retirados e acondicionados
em frascos com dgua destilada. No laboratério, foram lavados
por 30 minutos com sabao liquido e d4gua corrente, € imersos
em solugdo de Benomyl (6 g L), por 24 h. Posteriormente,
em camara de fluxo laminar, os explantes foram desinfestados
com dlcool a 70%, acrescido de Tween-20 (1 gotaem 100 mL)
por 90 segundos e imersos em hipoclorito de sédio (1% de
cloro ativo) por 15 min, sendo, por dltimo, lavados trés vezes
com 4agua destilada e autoclavada.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso
e os tratamentos foram distribuidos num arranjo fatorial
(2 x 6), sendo dois tipos de explantes e seis meios de cultura,
com 20 repeti¢des e um explante por parcela. O meio de
cultura basico utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) e os tratamentos consistiram da combinacdo de dois
tipos de explantes (dpices caulinares e segmentos nodais)
e seis concentragdes de sais do meio MS: MS1 - 100%
da concentracdo original do MS + 30 g L' de sacarose;
MS?2 - 50% da concentracéo original do MS + 30 g L!
de sacarose; MS3 - 100% da concentracdo original do
MS + 15 g - de sacarose; MS4 - 50% da concentragao original
do MS + 15 g L' de sacarose; MS5 - 50% da concentragio
original do MS + 30 g L' de sacarose + 1.000 mg L™ de
ampicilina+ 6 g L' de Benomyl, e MS6 - 50% da concentragio
original do MS + 30 g L™! de sacarose + 0,2 mL L de dcido
naftalenoacético e 6-benzilaminopurina. O pH dos meios
foi ajustado para 5,8 antes da adicdo de 6 g L' de dgar e,
posteriormente, os meios foram autoclavados a 121 °C e
1,2 atm, durante 15 min.

Em camara de fluxo laminar, os explantes foram inoculados
em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio de
cultura e, em seguida, mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa de 50 umol m= s~

Aos 30 dias ap6s a instalacio do experimento, foi avaliada
a porcentagem de contaminagdo. Ap6s 90 dias, foi avaliada a
porcentagem de sobrevivéncia do explante. Os explantes de
cor verde foram considerados como vivos e o estabelecimento
foi verificado pela presenca de organogé€nese nos explantes
cultivados. Os resultados foram expressos em porcentagens.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia,
pelo teste F, e as médias, ao teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Os dados de porcentagem foram transformados
em raiz quadrada de x + 1.

3 Resultados e Discussao

Verificou-se, pela andlise de variancia, que houve interagdo
significativa entre os fatores testados tanto para a contaminagao
quanto para a sobrevivéncia de explantes. Para contaminacao,
as menores porcentagens de dpices caulinares contaminados
foram obtidas nos meios MS2 (60%) e MS4 (80%), diferindo
estatisticamente dos demais, que apresentaram 100% de
contaminagdo. Resultado semelhante foi observado para
segmentos nodais, nos quais foram obtidos 50 e 40% de
contaminagdo, respectivamente, para os meios MS2 e MS4
(Tabela 1); estes diferiram dos tratamentos MS1, MS5 e
MS6. Esses resultados provavelmente foram devidos a menor

concentra¢do do meio de cultura, pois apenas utilizou-se 50%
da concentragdo original dos macro e micronutrientes do meio
MS nos tratamentos MS2 e MS4. A redug@o dos sais, bem
como de vitaminas e outros componentes do meio de cultura,
¢ uma estratégia adotada nos trabalhos iniciais, visando ao
estabelecimento in vitro, principalmente pelo maior controle
na liberacdo de compostos antioxidantes. Teixeira (2001)
observou que a redu¢do em 50% da concentrag@o original
dos macronutrientes NH,NO, e KNO,, e de sacarose e dgar
do meio MS foi eficiente no estabelecnnento e na proliferacdo
de brotagdes em explantes de pupunha.

A interag¢do dos fatores estudados revelou que a menor
porcentagem de contaminagdo foi verificada no meio MS4,
cultivado com segmentos nodais, como pode ser visualizado
na Figura 1. O meio MS4, além de ter sido constituido pela
concentragdo de 50% do meio MS, foi combinado com a
menor concentracdo de sacarose (15 g L™). A sacarose € um
dos principais substratos para a proliferacdo e a manutengao

Tabela 1. Porcentagem de contaminacio e sobrevivéncia de dpices caulinares e segmentos nodais de casca-preciosa cultivados em diferentes
concentra¢des do meio de cultura MS com e sem adi¢do de reguladores, fungicidas e antibidticos.

Contaminacio (%)

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos — —
Apice Segmento nodal Apice Segmento nodal
Meio MS 1 100 Ba 100 Ba 0 Ba 0 Ba
Meio MS 2 60 Aa 50 Aa 40 Aa 50 Aa
Meio MS 3 100 Ba 80 ABa 0 Ba 20 ABa
Meio MS 4 80 ABb 40 Aa 20 ABDb 60 Aa
Meio MS 5 100 Ba 100 Ba 0 Ba 0 Ba
Meio MS 6 100 Ba 100 Ba 0 Ba 0 Ba
CV (%) 9,22 11,70

Meédias seguidas de mesma letra maidscula nas colunas e mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. MS1 = MS
100% de concentragdo, suplementado com 30 g L' de sacarose; MS2 = MS 50% de concentragao, suplementado com 30 g L' de sacarose; MS3= MS 100%
concentragdao; MS4 = meio de cultura MS 50% concentra¢do; MS5 = MS 50% concentragéo acrescido de 1000 mg L' de ampicilina mais 6 g L' de benomyl;
MS6 = MS 50% concentracdo acrescido de 0,2 ml L' de acido naftalenoacético e 6-benzilaminopurina.
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Figura 1. Representacdo grafica da porcentagem de contaminacdo e sobrevivéncia de dpices caulinares (A) e segmentos nodais (S) de casca-preciosa
cultivados em diferentes concentracdes do meio de cultura MS com e sem adi¢ao de reguladores, fungicidas e antibidticos. Médias seguidas de
mesma letra maidscula nas colunas e minuscula nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. MS1 = MS 100% de
concentragdo, suplementado com 30 g L' de sacarose; MS2 = MS 50% de concentragéo, suplementado com 30 g L™ de sacarose; MS3 = MS 100%
concentra¢do; MS4 = meio de cultura MS 50% concentragdo; MS5 = MS 50% concentragio acrescido de 1000 mg L' de ampicilina mais 6 g L™! de
benomyl; MS6 = MS 50% concentragéo acrescido de 0,2 ml L' de 4cido naftalenoacético e 6-benzilaminopurina.
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de micro-organismos no meio de cultura, especialmente
de fungos. Dessa forma, em virtude da maior dificuldade
de desinfestar explantes oriundos de espécies nativas da
Amazonia, uma das estratégias € utilizar meios mais pobres em
macro, micronutrientes e sacarose, para desfavorecer o grande
nimero de micro-organismos beneficiados pelas condicdes
climéticas amazdnicas. Essa estratégica tem sido utilizada com
sucesso na descontaminagdo e no estabelecimento in vitro de
espécies nativas lenhosas (CHAGAS et al., 2012).

Em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia, verificou-se
que os melhores resultados também foram obtidos quando os
explantes foram cultivados nos meios MS2 e MS4, com taxas
de sobrevivéncia de 40 e 20%, para dpice caulinar, e 50 e 60%,
para segmentos nodais, respectivamente. Segundo Ferrari,
Grossi e Wendling (2004), em geral os explantes das espécies
florestais apresentam melhor desenvolvimento em meios de
cultura com menores niveis de salinidade. Tal constatacdo
também foi evidenciada pelos resultados obtidos no presente
trabalho. Chagas et al. (2012) indicam que, durante a fase de
multiplicag@o de brotacdes in vitro, a composi¢ao do meio de
cultura varia com a espécie utilizada ou mesmo conforme o
tipo de tecido ou dérgdo utilizado como explante.

No presente trabalho, verificou-se, ainda, que houve uma
reducdo de 50% na contaminacio e um aumento em 60% da
sobrevivéncia quando os segmentos nodais foram cultivados
no meio MS4, quando comparado com a utilizagdo de dpice
caulinar cultivado no mesmo meio de cultura.

4 Conclusoes

O segmento nodal é menos sensivel aos tratamentos de
desinfestacdo; consequentemente, proporciona maior sucesso
na descontaminagao, na sobrevivéncia e no estabelecimento
in vitro de casca-preciosa.

O uso meio de cultura MS com redugdo de 50% da
concentracao dos sais e sacarose proporciona melhor condi¢ao
para o estabelecimento in vitro de casca-preciosa.
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