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RESUMO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de plantas ornamentais do mundo, com
as mini-rosa (Rosa sp.) configurando-se como uma das flores de vaso mais vendidas. No
entanto, apesar de sua grande importancia econdémica, ha caréncia de pesquisas de forma geral
sobre as mini-roseiras, principalmente na area de cultura de tecidos. Geralmente, estas plantas
sdo multiplicadas por propagacao vegetativa através de estacas, mergulhia ou enxertia. Todavia,
esses metodos de propagacdo tradicional possuem inimeras caracteristicas indesejadas, pois
favorecem a disseminacdo de doencas e pragas, dependéncia sazonal e baixa taxa de
multiplicacdo. Devido a esta problematica, o trabalho teve por objetivo desenvolver um
protocolo de desinfestagdo para o estabelecimento in vitro de mini-rosas no qual foram
utilizados segmentos nodais como fonte de explantes. Em capela de fluxo laminar a
desinfestacéo foi realizada utilizando alcool 70%, durante 5 minutos, seguida de imersdo em
hipoclorito de sodio comercial com diferentes concentracfes de cloro ativo (0,75%, 1,00% e
1,25%), com variacOes de tempo (10, 20 e 30 minutos) para cada concentragdo. Um total de
180 explantes foram inoculados em meio MS suplementado com 30 g/L de sacarose. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 3
com 9 tratamentos e 5 repeti¢bes, contendo 4 explantes por parcela. Foram avaliadas as
variaveis porcentagem de contaminacédo, sobrevivéncia, necrose, calos, nimero de explantes
responsivos, nimero e altura das plantulas e numero de folhas. Dentre os tratamentos, o que
apresentou melhores resultados foi a concentragdo de 1,25% com o tempo de imersao de 30
minutos, resultando em uma porcentagem de desinfestacdo de 45%, a qual proporcionou
melhores condigGes para o estabelecimento in vitro e desenvolvimento dos segmentos nodais
de mini-rosas, apresentando um maior namero e altura de brotos e sem formacdo de necrose
nos tecidos. Ja os tratamentos com concentracdes de 0,75% e 1% no tempo de exposi¢éo de 10
minutos, ndo foram eficientes para a desinfestacdo dos segmentos nodais, apresentando uma
porcentagem de contaminacdo de 100% e 90%, respectivamente, nos primeiros dias de
avaliacdo. Portanto, a concentracdo de 1,25% de hipoclorito de sddio associada ao tempo de 30
minutos de exposicdo ao agente, resultou na maior assepsia dos segmentos nodais de mini-
rosas, bem como na maior sobrevivéncia e na menor ocorréncia de necrose dos explantes,
proporcionando ainda as melhores condigdes para o estabelecimento in vitro e desenvolvimento
dos segmentos nodais de mini-rosas. Ressalta-se que o indice de desinfestacdo dos explantes
foi satisfatério, uma vez que a planta matriz utilizada era oriunda do campo e ndo passou por
um pré-tratamento de assepsia.

Palavras-chave: Mini-rosa, Cultura de Tecidos, Desinfestacao.



ABSTRACT

Brazil stands out as one of the largest producers of ornamental plants in the world, with the
mini-roses (Rosa sp.) Becoming one of the best-selling potted flowers. However, in spite of the
great economic importance of mini-roses, there is a lack of general research on mini-roses,
mainly in the area of tissue culture. Generally, these plants are multiplied by vegetative
propagation through cuttings, plunging or grafting. However, these traditional propagation
methods have numerous undesirable characteristics, as they favor the spread of diseases and
pests, seasonal dependence and low multiplication rate. Due to this problem, the objective of
the work was to develop a disinfestation protocol for the in vitro establishment of mini-roses in
which nodal segments containing axillary buds were used as source of explants. In a laminar
flow hood, disinfestation was performed using 70% alcohol for 5 minutes, followed by
immersion in commercial sodium hypochlorite with different concentrations of active chlorine
(0.75%, 1.00% and 1.25%), with (10, 20 and 30 minutes) for each concentration. A total of 180
explants were inoculated in MS medium supplemented with 30 g / L sucrose.
The experimental design was completely randomized in factorial 3 x 3 with 9 treatments and 5
replicates, containing 4 explants per plot. The variables variables of contamination, survival,
necrosis, callus, number of responsive explants, number and height of the seedlings and number
of leaves were evaluated. Among the treatments, the best results were the concentration of
1.25% with the immersion time of 30 minutes, resulting in a rate of disinfestation of 45%, which
provided better conditions for in vitro establishment and development of segments nodal of
mini-roses, showing a greater number and height of shoots and without formation of necrosis
in the tissues. However, treatments with concentrations of 0.75% and 1% in the exposure time
of 10 minutes were not efficient for disinfestation of the nodal segments, presenting a
contamination rate of 100% and 90%, respectively, in the first evaluation days. Therefore, the
concentration of 1.25% sodium hypochlorite associated with the 30-minute exposure time to
the agent resulted in a higher aseptic rate of the mini-roses nodal segments, as well as higher
survival and lower occurrence of necrosis explants, further providing the best conditions for in
vitro establishment and development of nodal segments of mini roses. It should be noted that
the disinfestation index of the explants was satisfactory, since the matrix plant used came from
the field and did not undergo an aseptic pretreatment.

Key words: Mini-rose, Tissue Culture, Disinfestation.
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1. INTRODUCAO

A familia Rosaceae compreende aproximadamente 100 géneros e cerca de 3.000
espécies de grande interesse econdmico, devido a utilizacdo ornamental das flores como Rosa
spp. (roseiras) e frutos como de Fragaria ananassa (morangueiro), de Rubus ideaus.
(framboeseira), de Malus sylvestres (macieira), entre outas (SOUZA & LORENZI, 2012) O
género Rosa L. é d considerado dificil classificar em funcéo de sua diversidade morfoldgica,
por isso, ndo existe um consenso na literatura quanto ao nimero de espécies, variando de 150
a 250 espécies relatadas, com mais de 30.000 mil variedades e inumeros hibridos, produtos de
cruzamento e retrocruzamentos (BOETTCHER, 1991; WISSEMANN, 2003, KOLE, 2011,
FUGAS, 2015).

Dentro desta diversidade encontram-se as mini-roseiras (Rosa sp.) que receberam
este nome devido ao seu pequeno porte quando comparadas a outras roseiras, variando de 20 a
40 centimetros de altura. Elas descendem da Rosa chinensis Jacq., espécie natural da China,
florescem continuamente e sdo encontradas flores nas mais variadas cores, tais como vermelho,
rosa, amarelo, laranja, purpura e branca (BOETTCHER, 1991; DINIZ, 2014).

As espécies de Rosa tém diferentes aplicagdes, seja na industria farmacéutica para
a producao de perfumes, cosméticos e aromatizantes utilizando 6leo essencial das suas pétalas;
para fins medicinais como diuréticos, inchaco na tireoide, dores de coélica; assim como na
culinéria para a preparagdo de chas com as folhas e de confeitos, vinagres e molhos usando as
suas pétalas, inclusive em dietas para ganho de peso (PRATA et al., 2017; BOSKABADY et
al., 2011; SILVESTRE & MONTSERRAT, 2001; BARBIERI & STUMPF, 2005).
Especificamente as mini-rosas sdo usadas para enxaquecas, cansaco mental (ZATTA, 1993),
apresentam acdo antioxidante (CAI et al, 2005) e possuem efeito fungistatico contra algumas
espécies de fungos devido a presenca do acido galico (TRIPATHI et al., 1977). No entanto, o
principal uso das roseiras tem sido na floricultura (BARBIERI & STUMPF, 2005; NEVES &
PINTO, 2015).

Neste cenario, o Brasil esta entre os 15 maiores produtores de plantas ornamentais
do mundo, tendo um faturamento no ano de 2016 de R$ 6,7 bilhdes, enquanto que em 2017 foi
de R$ 7,3 bilhdes. Frente a crise que o pais enfrenta esses dados sdo bastante significativos,
demostrando o potencial do pais para aumentar ainda mais esses valores conforme o
fortalecimento da economia. Diante deste cenario, € positivo o setor ter se mantido em
crescimento no mercado interno e com perspectiva de crescimento entre 8 e 10% para 2018
(IBRAFLOR, 2017).
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Entre as flores de vaso mais cultivadas, destacam-se as mini-rosas, orquideas,
azaléias e crisantemos (IBRAFLOR, 2017). Com as mini-roseiras configurando-se como 0 202°
produto mais comercializado na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Séo Paulo
no ano de 2016, com 69 toneladas vendidas somente nesse estado (CEAGESP, 2017). Apesar
da grande importancia econémica no pais, ainda ha caréncia de pesquisas sobre 0 manejo, as
exigéncias nutricionais para seu cultivo em solos brasileiros e programas de melhoramento,
assim como tecnologias apropriadas para o cultivo nas diversas condi¢des edafoclimaticas do
pais (BEZERRA, 2011).

As roseiras geralmente sdo multiplicadas por métodos de propagacdo vegetativa
tradicionais, como estaquia, mergulhia e enxertia. No entanto, tais técnicas apresentam
dependéncia sazonal, baixa taxa de multiplicacdo, demandam tempo, a producdo é lenta e
apresentam incapacidade de produzir plantas sem doenca, o que favorece a disseminacao e o
acumulo de patégenos (DINIZ, 2014; KUMUD et al., 2015).

Deste modo, a utilizagdo de técnicas biotecnolégicas como a micropropagacao,
surge como uma alternativa para a propagacao de Rosas spp., permitindo a obtencdo de maior
numero de mudas com qualidade fitossanitaria (SCARANARI et al., 2008; SILVA etal., 2017).
A técnica consiste no cultivo in vitro de plantas, com meios nutritivos adequados, sob condi¢des
controladas de luminosidade, temperatura e fotoperiodo. Além disso, viabiliza a producdo de
maior nimero de mudas idénticas a planta mée em periodos relativamente curtos e ndo necessita
de grandes quantidades de plantas matrizes, evidenciando, portanto, uma grande vantagem em
comparagdo com a propagacao vegetativa tradicional (DINIZ et al., 2008; ALMEIDA et al.,
2015).

No entanto, uma das principais problematicas da micropropagacao se encontra em
controlar e prevenir a contaminagdo dos explantes por microrganismos no cultivo in vitro, sem
causar danos aos explantes (GOLLE et al., 2013). Portanto, a desinfestagdo € um dos primeiros
e principais passos para 0 bom estabelecimento das plantulas micropropagadas, na qual, as
demais etapas dependem do sucesso da mesma (EFFEGEM et al., 2014; PEREIRA et al.,
2011).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA E GENERO DE MINI-ROSA

As rosas pertencem a familia Rosaceae Juss. que abrange diversas espécies
importantes economicamente. Grande parte dos frutos que consumimos pertencem a esta
familia, incluindo a macga (Malus sylvestris.), pera (Pyrus communis), o péssego (Prunus
persica), nésperas (Eriobotrya japonica), marmelo (Cydonia oblonga), ameixa (Prunus
domestica), o0 morango (Fragraria spp.), entre outros. Também inclui importantes géneros
ornamentais como as roseiras (Rosa spp.), alquimila (Alchemilla vulgaris), o bugué — de noiva
(Spiraea spp.), a sorveira (Sorbus spp.), entre outros (SOUZA & LORENZI, 2012).

A familia possui cerca de 100 géneros e 3.000 espécies, com poucas espécies
nativas do Brasil, em torno de 7 géneros e 25 espécies (SOUZA & LORENZI, 2012). Dentre
0S géneros que possuem maior numero de representantes estdo Rubus L. com 400; Potentilla L.
com 300 espécies; Crataegus L. que compreende 300 espécies; Prunus L. e Rosa L. que incluem
cerca de 200 espécies. No entanto, ainda h& controvérsia sobre o nimero exato de espécies
pertencentes ao género Rosa L. variando de 150 a 250 espécies relatadas, sem considerar as
variedades oriundas de cruzamento e retrocruzamentos (BOETTCHER, 1991; WISSEMANN,
2003; SOUZA & LORENZI, 2012; KOLE, 2011; FUGAS, 2015).

As espécies desse género sdo consideradas as plantas mais antigas em cultivo em
todo o mundo, sendo cultivadas de 3 a 4 mil anos antes da Era de Cristo, tendo como centro
primério de diversidade a Asia (BROERTJES & VAN HARTEN, 1988; SILVA, 1977).
Apresentam uma distribuicdo cosmopolita, com maior representatividade na Europa, América
do Norte e Asia (KIYAMA, 2003).

Anélise do DNA (Acido Desoxirribonucleico) de rosas mostram que elas devam
existir & pelo menos 200 milhdes de anos atrds com distribuicdo em todo Hemisfério Norte
(BARBIERI & STUMPF, 2005). No entanto, mais pesquisas sobre a idade da Rosa sé@o
necessarias, devido a ampla diversidade genética que possuem e sua dificil classificacéo
(FUGAS, 2015). Os estudos moleculares ainda ndo foram usados com sucesso para construir
uma filogenia abrangente das espécies do género (KOLE, 2011). Por isso, esta familia é
considerada uma das mais diversificadas no clado das angiospermas (POTTER, 2007).

Dentro desta ampla diversidade encontrada no género Rosa, estdo presentes as
mini-roseiras (Rosa sp.), popularmente chamadas de mini-rosas ou rosas-meninas, que S&o
caracterizadas pelo tamanho diminuto das suas flores de pequeno a médio, quando comparadas

as demais rosaseiras. Sdo consideradas descendentes de uma espécie natural da China
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denominada de Rosa chinensis Jacg., de crescimento compacto, floracdo intensa e continua,
suas flores possuem uma grande durabilidade, espinhos no talo e ciclo de vida perene
(BOETTCHER, 1991; DINIZ, 2014).

2.2 CULTIVO NO BRASIL: IMPORTANCIA ECONOMICA

A floricultura € um campo da horticultura responsavel pela producéo comercial de
flores e plantas ornamentais, a qual exerce importantes funcGes econémicas, ecoldgicas,
culturais e sociais. A importancia na economia, deve-se ao rapido retorno financeiro, em
decorréncia do curto ciclo de producdo com alto valor agregado e geracéo de elevado numero
de empregos fixos (TERRA & ZUGE, 2013).

No ultimo balanco liberado pelo Instituto Brasileiro de Floricultura (2017), o Brasil
encontra-se entre 0s 15 maiores produtores de flores do mundo, com um faturamento anual em
torno de 6 bilhdes de reais. De acordo com uma retrospectiva de 5 anos, mostrado na Tabela 1,
houve um aumento significativo no faturamento neste setor. Isto demonstra o potencial do
Brasil para floricultura, que mesmo em meio a crise econdmica enfrentada pelo pais, a qual
impactou diversos setores, ainda assim, houve aumento mesmo que pequeno no consumo de
flores. E importante ressaltar que as flores sdo vendidas internamente, principalmente em datas
comemorativas como o Dia dos Namorados e Dia das mées. Considerando a atual situagéo
econdmica do pais, poucas sdo as classes econdmicas que ainda conseguem presentear com
flores. Apesar disto, 0 setor se manteve em crescimento no mercado interno e com perspectiva
de crescimento entre 8 e 10% para 2018 (NEVES & PINTO, 2015; IBRAFLOR, 2017).

Tabela 1. Retrospectiva de 5 anos com o faturamento e crescimento do
setor de Plantas Ornamentais no Brasil.
Faturamento e Crescimento do mercado de Plantas

Ornamentais no Brasil (a nivel de consumidor)

Ano Faturamento Crescimento
2013 R$ 5,2 bilhdes 16%
2014 R$ 5,7 bilhdes 12%
2015 R$ 6,2 bilhGes 10,4%
2016 R$ 6,7 bilhGes 8%
2017 R$ 7,3 bilhGes 8%

Fonte: Adaptado de Instituto Brasileiro de Floricultura (2017).
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O processo de profissionalizagdo e dinamismo da Floricultura como atividade sdo
considerados fendmenos relativamente recentes no pais, entretanto, j& conta com ndmeros
extremamente significantes, apresentando um crescimento nos ultimos cinco anos, com cerca
de 8 mil produtores de plantas ornamentais. Deste modo, o mercado de flores é considerado
uma importante engrenagem na economia brasileira, responsavel por 199.100 empregos diretos,
sendo 8.400 (4,22%) relacionados a distribuigdo, 105.500 (53%) ao varejo, 78.700 (39,53%) a
producdo e 6.500 (3,25%) em outras funcdes como de apoio (RESENDE & TOLEDO, 2014,
IBRAFLOR, 2017).

Dentro deste contexto, o principal mercado para expanséo da floricultura brasileira
é o interno, devido ao baixo consumo per capita que esteve em torno de R$ 35,00 por habitante
no ano de 2017, com estimativa de crescimento para R$ 38,00 em 2018, enquanto paises da
Europa apresentam um consumo per capita de R$ 150. A Alemanha, por exemplo, é o maior
consumidor de flores da Europa com gasto por habitante em torno de R$ 190,00. Aliado a isso,
0 setor apresenta um grande potencial de expansdo no Brasil, tendo em vista as condic¢des
edafoclimaticas diversas do pais, que favorecem a producéo de espécies de clima temperado e
tropical (FACHINELLO, 2011; IBRAFLOR, 2017).

A producdo brasileira é subdividida em trés setores: Plantas ornamentais para
paisagismo e jardinagem, Flores e folhagens de corte e Flores e plantas envasadas, com
participacdo no mercado distribuida em 41,55%, 34,33% e 24,12%, respectivamente. No
entanto, através de andlises comparativas de 2008 a 2013, foi possivel perceber que tanto as
Flores e folhagens de corte quanto as Flores e plantas envasadas vém apresentando crescimento.
Por sua vez, o setor de Plantas ornamentais para paisagismo e jardinagem exibiu diminuicao da
porcentagem de participacdo no mercado interno. Para Flores e folhagens de corte, o
crescimento se deve em grande parte ao crescimento do mercado interno, ao aumento da area
destinada ao plantio e do nimero de produtores, especialmente na regido Norte do pais
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

As rosas estdo entre as mais importantes no setor de Flores e folhagens para corte
distribuidas no Brasil (SEBRAE, 2015; DIAS et al., 2016). Esta categoria, aparece em terceiro
lugar em area cultivada com 790 hectares, destacam-se os cultivos de rosas, crisantemos,
astromelias, lirios, lisiantos. Ja para Flores e plantas envasadas a area cultivada foi de 810
hectares com o maior faturamento por hectare da categoria, destacando-se os cultivos de mini-
rosas, orquideas, kalanchoe, antirios e crisantemos (NEVES & JUNQUEIRA, 2015;
IBRFLOR, 2017).
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Em relagdo as macrorregiGes geogréficas do pais, a regido Sudeste € a principal
consumidora e produtora de flores e plantas ornamentais, na qual a maior concentragao pertence
ao estado de S&o Paulo; o Sul é a segunda regido mais importante neste segmento; o Nordeste
vem registrando um significativo crescimento e o Norte € a regido do Brasil que apresenta maior
potencial de crescimento na floricultura. O estado do Paré é o principal produtor de flores de
corte da regido Norte, no qual a &rea cultivada com flores vem aumentando e a producéo tem
como finalidade abastecer o mercado local e os demais estados da regido. Entre 2008 e 2013 o
estado apresentou um crescimento no numero de produtores, devido ao apoio de Orgéos e
entidades privadas e publicas, com particular destaque para 0 municipio de Santarém
(SEBRAE, 2015).

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA

Tradicionalmente, as roseiras sao multiplicadas por propagacéo vegetativa artificial
através da enxertia, mergulhia e estaquia (DINIZ et al., 2014). Comercialmente, mudas de
roseiras sdo produzidas predominantemente por enxertia, sendo a enxertia-de-mesa 0 método
mais usado, através de encostia, borbulhia sob casca e enxertia por garfagem e muda
estabelecida (BARBOSA et al., 2011). Algumas espécies também sdo propagadas por meio da
propagacao sexuada, através de sementes por semeadura. A populacdo de plantas propagadas
por sementes apresenta maior variabilidade entre os individuos em relagdo a propagacédo
vegetativa, o que € geralmente indesejavel. No entanto, ela apresenta algumas vantagens como
baixo custo, facilidade de armazenamento e transporte (ARAUJO et al., 2011).

Comercialmente, a obtencdo de mudas propagadas de forma assexual, como a
enxertia, mergulhia e estaquia € interessante, pois através destes métodos é possivel obter
plantas uniformes com o mesmo fenétipo da planta-mae, selecionando e conservando
caracteristicas desejadas como a alta produtividade, floracdo, etc. (CID, 2014). No entanto, tais
técnicas sdo caras, 0 processo é relativamente lento e trabalhoso, juntamente com outras
desvantagens, como incapacidade de produzir plantas sem doengas, dependéncia sazonal e
producéo lenta. (KUMUD et al., 2015).

Outra problemaética a destacar, esta relacionada as doencas relatadas no cultivo
tradicional. A Podridao-da-Estaca estd associada ao método de propagacdo por estaquia,
causada pelo patégeno Lasiodiplodia theobromae, que afeta cerca de 300 espécies de plantas,
incluindo roseiras e mini-rosas. Esta doenca causa uma infec¢do na forma de um escurecimento
basal necrdtico, o qual avanga para a extremidade superior ou inferior, impedindo o

enraizamento e podendo matar toda a estaca. Estas infecgOes se disseminaram em alguns
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viveiros no Brasil e seu controle se d& de forma preventiva através de pulverizagcdes nas plantas
matrizes um més antes da retirada das estacas. Outras podridGes sdo relatadas na literatura
associadas a estaquia em viveiros, causadas por Rhizoctonia solani, Cylindrocladium sp. e
Colletotrichum gloeosporioides. (FREIRE & VIANA, 2007). Dessa forma, a cultura de tecidos
in vitro, surge como uma boa alternativa para propagacdo de roseiras com qualidade
fitossanitaria (SCARANARI et al., 2008; SILVA et al., 2017).

2.4 CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos in vitro, consiste no aproveitamento da capacidade de
totipoténcia das células vegetais, na qual tecidos diferenciados conseguem se regenerar e
recuperar caracteristicas e potencialidades de células embrionarias (CARVALHO, 1996).
Abrange um conjunto de técnicas que permitem a multiplicacdo e crescimento de células,
tecidos, Orgdos ou partes de 6rgdos de uma planta, em meio de cultura apropriado, sob
condigdes assépticas e ambientais controladas com determinadas condigdes de luminosidade e
temperatura (CARVALHO, 2011). Dentre as técnicas de cultura de tecidos, destaca-se a
micropropagacdo que permite uma rapida multiplicacdo das plantas em larga escala,
viabilizando a producéo de grande quantidade de mudas idénticas a planta matriz, durante todo
0 ano (ULISSES, 2010; ALMEIDA et al., 2015).

A micropropagacdo surge como uma alternativa mais eficiente frente aos métodos
tradicionais de propagacgédo (SILVA, et al., 2017). Tendo em vista que, em um sistema de
producdo otimizado, o material é dividido em 4 a 6 semanas, produzindo pelo menos uma
duplicacdo de biomassa em cada ocasido (WARDROP, 1997). Martin (1985), estimou que
anualmente podem ser obtidas 400.000 plantas de alta qualidade, uniformes a planta matriz,
livres de doencas através da micropropagacdo de uma Unica roseira. Essa capacidade de
produzir nameros tdo grandes de plantas facilita a multiplicacdo rapida de novas cultivares e,
assim, maior capacidade de resposta as exigéncias do mercado.

A micropropagagdo de mudas oferece algumas vantagens, como a reducdo do
tempo e espaco necessarios para a obtencdo dessas plantas e a oferta de materiais com qualidade
fitossanitaria, livres de fungos, bactérias, nematoides e virus, os quais podem ser prejudiciais
as mudas (SCARANARI et al., 2008). No entanto, para que a micropropagagéo de mudas se
torne uma técnica competitiva em relacdo aos demais metodos tradicionais e seja viavel
comercialmente, é necessario reduzir gastos com a producéo, que sdo causadas em grande parte

pelas perdas por contaminacao in vitro dos explantes (ERIG & SCHUCH, 2005). Esta é uma
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das principais probleméticas da técnica, manter os propégulos livres de microrganismos no
cultivo in vitro (GOLLE et al., 2013).

2.5 DESINFESTACAO DE PLANTAS IN VITRO

A desinfestacdo consiste em uma etapa da micropropagacdo que visa eliminar
microrganismos contaminantes aderidos na superficie dos explantes obtidos de casa de
vegetacdo ou de campo. Dessa forma, considera-se o desenvolvimento de uma metodologia de
desinfestacdo um dos primeiros e principais passos para 0 bom estabelecimento dos explantes
micropropagados (CARVALHO et al.,, 2006). Para tanto, podem ser usadas diversas
substancias com agdo germicida como o etanol, o hipoclorito de sddio e de calcio, cloreto de
mercudrio, peroxido de hidrogénio, &cido cloridrico, isopropanol alguns &cidos e bases
concentrados, entre outros (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; CARVALHO et al.,
2006). Os agentes desinfetantes mais utilizados sdo os produtos quimicos a base de cloro, como
o hipoclorito de sddio com variagdes na concentracdo de cloro ativo (EFFEGEM et al., 2014;
PEREIRA et al., 2011).

Geralmente, esta etapa é realizada em capela de fluxo laminar, onde os explantes
envolvidos por gaze, sdo expostos a concentracfes de hipoclorito de s6dio ou agua sanitéria,
durante determinado periodo de tempo, sob agitacdo. Posteriormente, retira-se 0 excesso de
hipoclorito com trés enxagues em agua bidestilada esterilizada em autoclave, e por Gltimo, o
explante é colocado em meio de cultura (CARVALHO et al., 2006)

Neste processo, as espécies de plantas e seus tecidos apresentam respostas
diferentes devida a exposicdo as substancias desinfetantes, sendo a concentracdo e o tempo,
variaveis relevantes que influenciam nestas respostas (SMITH, 2000). Entdo, para cada espécie
sdo realizados estudos prévios a fim de determinar o tipo de substancia desinfetante utilizada,
a concentracao da mesma e o tempo de imersao do explante a substancia, a fim de encontrar os
melhores parametros que garantam uma boa desinfestacdo sem causar danos aos tecidos devido
a sensibilidade de exposicéo ao agente (SILVA, 2012). Ao se tratar de espécies lenhosas como
as mini-rosas, existe uma dificuldade encontrada na literatura em promover o estabelecimento
in vitro com obtencdo de explantes assépticos, a partir de plantas de origem do campo ou de
casa de vegetacdo (NADHA et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver um protocolo de desinfestagdo de segmentos nodais de mini-rosas,

visando sua propagacéo in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a melhor concentracdo e tempo de imersdo ao hipoclorito de sédio para

desinfestacdo de segmentos nodais de mini-rosas, através da analise da porcentagem de
contaminag&o, sobrevivéncia e necrose obtidas por tratamento;

e Auvaliar o desenvolvimento in vitro dos explantes de mini-rosa, por tratamento, através
da andlise das varidveis: numero de explantes responsivos, numero e altura das

plantulas, nimero de folhas e calos produzidos ap6s 30 dias de cultivo in vitro;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENC}AO DO MATERIAL VEGETAL

Para o presente estudo foi utilizado mudas de mini-rosas de cor vermelha, entre 4 e
6 meses de idade, obtidas no Mercado das Flores em Santarém-PA, com o produtor Luiz
Alberto Alcantara de Menezes, que possui viveiro localizado na Rua Castelo Branco, bairro do
Mararu, n° 1.030.

As mudas foram levadas para o Laboratério de Micropropagacdo de Plantas In
Vitro, da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) em parceria com o Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Para (IFPA), no primeiro semestre de 2018. Onde foi
realizada a retirada de ramos jovens das matrizes com o auxilio de uma Iamina de bisturi, com
posterior retirada das folhas, obtendo-se os segmentos nodais contento gemas axilares de
aproximadamente 4 cm, os quais foram envoltos em gaze e levados para a capela de fluxo

laminar.

4.2 DESINFESTAC}AO E ESTABELECIMENTO IN VITRO

Em capela de fluxo laminar, os explantes foram imersos em alcool 70% (v/v)
durante 5 minutos e, posteriormente, em hipoclorito de sédio comercial a 2% (Qboa®) com
diferentes concentraces de cloro ativo de 0,75%, 1,00% e 1,25% (v/v) e com tempos de
imersdo de 10, 20 e 30 minutos para cada concentracdo, e por Ultimo, foram emergidos em agua
destilada esterilizada por trés vezes consecutivas.

Apds a assepsia, 0s segmentos nodais foram reduzidos a aproximadamente 2 cm,
os quais foram inoculados em tubos de ensaio (30X150 mm) contendo 5 mL de meio de cultura
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962 - Sigma-aldrich) previamente autoclavado (Digitale) no
ciclo 2 a 135°C durante 20 minutos, o qual foi suplementado com 30g/L de sacarose (Sigma-
aldrich), 2g/L de Phytagel (Sigma-aldrich), 0,1 mg/L de acido naftalenoacético — ANA (Sigma-
aldrich), e 0,5 mg/L de acido 6-benzilaminopurin — BAP (Sigma-aldrich), com pH ajustado
para 5,7. Os frascos inoculados foram mantidos em sala de crescimento iluminadas com
lampadas fluorescentes brancas frias, as quais fornecem uma densidade de fluxo de fétons de
30 umol/m?/s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27°C + 2°C.

As avaliagdes foram realizadas a cada 3 dias, apds a introducdo in vitro, quando
foram observadas as seguintes variaveis: numero de explantes contaminados por fungo e/ou
bactéria e necrose. Quanto a variavel de necrose, considerou-se aqueles explantes que

apresentaram oxidacdo total.
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Apos 30 dias de cultivo in vitro, foi realizada a avaliagdo final do experimento,
quando foram analisadas varidveis como sobrevivéncia, nimero de bortos, altura das plantulas,
numero de explantes responsivos, ou seja, aqueles que formaram brotos, nimero de folhas e

calos.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 (concentracdes hipoclorito de sédio) x 3 (tempos de imersdo) com 5 repeticdes,
contendo 4 explantes por parcela, totalizando 20 explantes por tratamento.

Os resultados das varidveis altura das plantulas, nimero de brotos e nimero de
folhas foram submetidos a analise estatistica descritiva, na qual foram obtidos os valores das

médias e coeficiente de variacéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PORCENTAGEM DE CONTAMINAQAO SOBREVIVENCIA E NECROSE

Na avaliacdo da porcentagem de contaminacdo (Tabela 2), o tratamento que
apresentou a menor percentagem foi o T9 (NaClO 1,25% por 30 minutos), com 55% de
contaminagdo causada somente por fungos. Para a desinfestacdo de plantas de mini-rosa, o
tratamento T1 (NaCIO a 0,75% com 10 minutos de exposi¢cdo) ndo foi eficiente na
desinfestacdo, pois 9 dias apds a data de inoculacdo 100% dos explantes contaminaram, desses

80% por fungos, 5% por bactérias e 15% de contaminacdo por ambos 0s microrganismos.

Tabela 2: Contaminacdo por fungos e/ou bactérias, sobrevivéncia e necrose de explantes de
mini-rosa desinfestados com diferentes concentracGes de hipoclorito de sédio e tempo de
imersdo, apds 30 dias de cultivo in vitro.

Concentracdes” Tempos® Tratamentos Fungos Bactérias F e B® Sobrevivéncia Necrose

(VIv) (min) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
10 T1 80 5 15 0 5
0,75% 20 T2 60 5 5 30 10
30 T3 65 5 5 25 5
10 T4 80 10 0 10 30
1,00% 20 T5 50 15 0 35 15
30 T6 55 0 15 30 5
10 T7 70 0 0 30 0
1,25% 20 T8 60 0 0 40 0
30 T9 55 0 0 45 0

Fonte: Autora

(1) Concentracgdes de cloro ativo. (2) Tempos de imersdo. (3) F e B - Fungos e bactérias.

As concentragdes 0,75% e 1,00% no tempo de 20 minutos (T2, T5) apresentaram
uma porcentagem de sobrevivéncia maior quando comparadas ao tempo de 30 minutos (T3,
T6) nessas mesmas concentracfes. No entanto, elas apresentaram uma maior necrose dos
explantes comparadas ao tempo de 30 minutos. Isso demonstra que apesar da maior
sobrevivéncia, os explantes desenvolveram-se melhor no tempo de 30 minutos, apresentando
uma porcentagem menor de necrose de apenas 5%.

Salles et al. (2017), realizaram a desinfestacdo de segmentos nodais de Acaccia
mearnsii originada do campo, utilizando alcool 70% por 10 segundos, HgCl (0,4%) por 15

minutos, com variagdes nas concentracdes de 2% a 3% de hipoclorito de sodio e tempo de
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exposicdo de 10 e 15 minutos, no qual ocorreu menores porcentagens de necrose nos
tratamentos com as maiores concentra¢fes de hipoclorito de sédio (3%) e no tempo de 15
minutos ndo houve necrose, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, no
qual a maior concentracao de NaClO (1,25%) também ndo acarretou em necrose nos explantes.

Drefahl (2004) realizou ensaios utilizando segmentos nodais de Rosa x hibrida
desinfestadas com etanol por 1 minuto e diferentes concentragcdes de NaClO por 5 minutos,
obteve melhor resultado com o NaClO a 2% com uma porcentagem de sobrevivéncia de 60%
e necrose de 75%. Além disso, verificou que o aparecimento de necrose estava relacionada com
a contaminacdo fangica e bacteriana, provavelmente devido a agdo fitotoxica desses
microrganismos. A mesma relagdo foi encontrada neste trabalho para mini-rosas, pois oS
tratamentos com as menores concentragdes de hipoclorito de sodio (0,75% e 1,00%) foram os
que apresentaram necrose nos explantes e 0s mesmos posteriormente contaminaram.

Os tratamentos T7, T8 e T9 apresentaram uma porcentagem de sobrevivéncia de
30, 40 e 45%, respectivamente, com auséncia de necrose para esses tratamentos e eficiéncia na
assepsia de bactérias, enquanto o T9 obteve a menor porcentagem de contaminacdo (55%).
Contudo, deve-se ressaltar que esses explantes foram retirados de uma planta originaria de
campo e que ndo foi realizado pré-tratamento para auxilio na assepsia.

Silva et al. (2015), realizaram a desinfestacdo de explantes de sacaca (Croton
cajucara Benth.) originados do campo, com NaClO a 1,25% durante 15 e 20 minutos e
obtiveram uma porcentagem de contaminacdo de 94,7% e 88,3%, respectivamente, sendo a
maior parte referente a contaminacgdo por fungos. Isto demonstra que o resultado obtido neste
trabalho foi satisfatério considerando a origem da planta matriz, pois nesta mesma concentragdo
com tempo de 30 minutos a porcentagem de contaminacgéo foi de 55% para segmentos nodais
de mini-rosas.

Segundo Santos et al. (2015) explantes provenientes de plantas matrizes cultivadas
no campo apresentam naturalmente maior porcentagem de contaminagéo, aliado a isso, plantas
lenhosas, como o caso das mini-rosas, merecem atencéo especial, pois as contaminagdes séo
frequentes obstaculos para o estabelecimento in vitro dessas plantas (GOLLE et al., 2013). Para
a lenhosa Ulmus minor Mill., o estabelecimento de brotos extraidos diretamente do campo
resultou em contaminagdes proximas a 100% (CONDE et al., 2008).

Por isso, para uma desinfestacéo eficiente algumas plantas necessitam da adigéo de
fungicidas ao meio de cultura, conforme realizado por Jobim et al. (2013) para a pitangueira
(Eugenia uniflora L.), que obteve uma porcentagem de contaminagdo de 0% utilizando o

fungicida Derosal Plus aliado ao etanol e hipoclorito de sddio a 2,5%. Outro trabalho relevante
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é 0 de Bharadwaj et al. (2006), com micropropagacdo de Rosa chinensis Jacg., que obteve como
resposta méxima uma desinfestacdo de 82,3% usando 1000 mg/L de Ridomil (fungicida) em
conjunto com 200 mg/L de 8-HQC (Hidroxiquinolina) durante 2 horas sob agitacao.

A adicdo do fungicida € devido a alta incidéncia de microrganismos endofiticos, e
esse talvez seja o caso dos explantes de mini-rosa neste trabalho, pois, observou-se que na 10°
avaliacdo (aos 30 dias de cultivo in vitro) ainda haviam explantes contaminando (Figura 1),
porém sao necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese. Os efeitos de microrganismos
endofiticos in vitro ainda sdo pouco conhecidos, mas quando deixam o tecido das plantas e
passam a colonizar o meio de cultura sdo responsaveis por grande perda de materiais vegetais
micropropagados (TOLEDO, 2011).

Figura 1: Numero total de contaminacGes de explantes de mini-rosa estabelecidos sob diferentes concentragdes
de hipoclorito de sédio (1 -0,75%; 2 — 1% e 3 — 1,25%) e tempos de desinfestacdo (1 — 10 min; 2- 20 mine 3 — 30

min), ao longo de 30 dias de cultivo in vitro, com avaliagbes de 3 em 3 dias.

60

50 A

40

30 A

20 A
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Fonte: Autora.

Conforme apresentado na Figura 1, houve uma reducdo na contaminagdo dos
explantes no decorrer do tempo de cultivo in vitro. A fase critica de contaminagdo se deu nos
primeiros 12 dias ap0s a inoculacdo, o que corrobora com o trabalho de Silva et al. (2017) em
Rosa sp., onde sua fase critica foi nos primeiros 14 dias apos a inoculagéo.

Ap0s 0s 6 primeiros dias, os indices de contaminagdes foram diminuindo, mas se

mantiveram presentes até o Ultimo dia de avaliacdo, com 30 dias de experimento. O mesmo foi
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encontrado por Silva et al. (2017) e Sousa et al. (2007) para Rosa sp. e orquideas,
respectivamente. No qual, mesmo apds 30 dias de experimento ainda haviam explantes
contaminando e ambos utilizaram como fonte de explantes matrizes cultivadas em campo.

A manutencdo de matrizes de origem do campo em casa de vegetacdo aliado a um
pré-tratamento pode ser uma alternativa eficaz para a reducdo da contaminagéo do explante em
condigdes de cultivo in vitro (SOUZA, et al., 2014). Gomes et al. (2014), utilizaram plantas de
mini-rosas vermelhas de origem de campo, mantidas em casa de vegetacdo e pulverizadas uma
vez por semana com fungicida, obtendo uma porcentagem de contaminacao de 3,91%, sendo
gue a maior porcentagem ocorreu nos segmentos nodais (3,29%) quando comparados com as
gemas (0,62%).

Outra possibilidade seria utilizar o NaClO a 1,25% em conjunto com outro agente
desinfetante como o cloreto de mercurio (HgCl), biguanida (PHMB), didxido de cloro (ClO2),
tiofanato metilico, lixivia ou acido sulfdrico (H2SO4), comumente utilizados na literatura para
desinfestacdo de algumas espécies (SALLES et al., 2017; MARTINS et al., 2017,
BELTRAME, 2013; FABRIS et al., 2013). De acordo com Zeng (2013), a desinfestacdo de
segmentos nodais de mini-rosas vermelhas utilizando o cloreto de mercurio Il (HgCI2) a 0,1%
durante 3 minutos por 3 vezes, proporcionou uma porcentagem de descontaminacéo de 88%.

Portanto, embora os resultados deste trabalho tenham sido satisfatorios,
considerando-se o fato da matriz ser oriunda do campo, para que se tenha uma maior eficiéncia,
€ necessario a otimizacao deste protocolo de desinfestacdo. Neste contexto, € possivel utilizar
maiores tempos de exposicdo e diferentes combinacfes de agentes desinfetantes, adicionar
antibidticos e fungicidas no meio de cultura, entre outras acBes, a fim de diminuir a

porcentagem de contaminacao e consequentemente 0s custos do processo.

5.2 DESENVOLVIMENTO IN VITRO

Para avaliar o desenvolvimento das plantulas, foi realizada a contagem dos
explantes responsivos, ou seja, aqueles que formaram brotos, do nimero de brotos por explante,
altura das plantulas, numero de folhas e porcentagem de calos (Tabela 3).

Para a varidvel numero de explantes responsivos, 0s tratamentos com o maior
namero foram 0 T8 e 0 T9, com 7 explantes. J& os tratamentos com menor nimero de explantes
responsivos foram o T4 e o T7, com 0 e 3, respectivamente. O T1 ndo continha mais
representantes aos 30 dias de experimento (Tabela 3).

Dessa forma, a maior concentracdo de hipoclorito de sédio (1,25%) proporcionou

a formacdo de um maior numero de explantes responsivos, devido a uma melhor desinfestacdo
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e sobrevivéncia, totalizando 17 explantes. Enquanto para as concentracdes de 0,75% e 1,00%
totalizaram apenas 10 explantes responsivos cada, devido a alta porcentagem de contaminagéo
nesses tratamentos (Tabela 2). Observa-se, que ndo houve diferenca entre as concentragdes
0,75% e 1,00%, na qual 0 T1 e o T4 com tempo de 10 minutos contaram com 0 explantes
responsivos. Os tratamentos T2, T3, T5 e T6 (tempo de 20 e 30 minutos) contaram com 5
explantes responsivos cada, com as mesmas médias para nimero de brotos.

Para a analise do tempo para nimero de responsivos, percebe-se que 0s tempos de
20 e 30 minutos apresentaram um maior numero de explantes responsivos, nao diferindo entre
si para esta variavel. Para o tempo de 10 minutos restaram 8 explantes, devido a alta
porcentagem de contaminacgédo de seus representantes, dos quais apenas 3 foram responsivos,

quando submetidos ao hipoclorito de sodio a 1,25% (T7).

Tabela 3: Desenvolvimento in vitro de explantes de mini-rosa desinfestados com diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio e tempo de imerséo.

c® TO® Trat®  Resp® Nuamero de Brotos PQ :;Jurlgsczgﬁn) Namero de Folhas Calos

(vv) - (min) Y e CV)® Média CV(%6)® Média Cvon)® ()
10 T1 - - - - - - - 0

075% 20 T2 5 1 0,00 0,80 69,60 4,80 57,81 10
30 T3 5 1.2 37,27 0,86 43,51 4,20 26,08 0
10 T4 0 - - - - - - 0

100% 20 T5 5 1.2 37,27 0,94 48,75 5,00 80,00 10
30 T6 5 1 0,00 1,04 38,46 4,20 35,32 15
10 T7 3 1 0,00 1,20 71,20 5,30 94,96 10

1250 20 T8 7 1 0,00 1,17 82,42 4,14 92,96 20
30 T9 7 1,29 58,53 1,13 63,20 4,14 56,54 20

TOTAL 37 1,11 35,49 1,20 60,98 4,46 63,34

Fonte: Autora.
Nota: Sinal Convencional utilizado:
- Dado numeérico inexistente
(1) C - Concentracdes de cloro ativo. (2) T — Tempos de imersao. (3) Trat — Tratamentos. (4) Numero de explantes

responsivos. (5) DP — Coeficiente de Variacéo.

Na anélise do numero de brotos por explantes, verificou-se que esta variavel foi
bastante homogénea na maioria dos tratamentos, evidenciada pela média e coeficiente de

variacao, apresentados na Tabela 3.
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Os tratamentos que apresentaram os maiores valores foram o T9 (1,29), T3 e T5
(1,2) brotos por explante, no qual estes tratamentos foram os Gnicos que apresentaram mais de
um broto por explante. Por isso, estes tratamentos foram o0s Unicos que apresentaram valores
para coeficiente de variacdo. Os demais tratamentos obtiveram média de um broto por explante,
demostrando simetria entre eles, sem disperséo nos dados (coeficiente de variagéo).

Drefahl (2004), trabalhando com Rosa x hybrida cv. Vegas, utilizou concentracfes
de 1% e 2% de hipoclorito de s6dio em conjunto ou ndo com o etanol 70% por 1 minuto,
concluindo que o melhor tratamento foi a maior concentracdo de NaClO do trabalho (2%) por
5 minutos aliado ao etanol 70% por 1 minuto, o qual apresentou uma menor porcentagem de
contaminagdo (40%) e maiores brotacOes (15%). Assemelhando-se ao encontrado neste
trabalho, no qual o T9 com a maior concentragdo de NaClO também promoveu as maiores
porcentagens para estes parametros, aliado a maior nimero de brotos.

Na avaliacdo de altura das plantulas, verificou-se que o crescimento in vitro foi
bastante diversificado, evidenciada pelo alto coeficiente de variacdo total de 60, 98% (Tabela
3). Os tratamentos T7, T8 e o T9, respectivamente, foram 0s que apresentaram 0s maiores
valores, coincidindo ou aproximando-se da meédia geral do grupo, demonstrando que a
concentragdo de 1,25% promoveu o melhor desenvolvimento destes explantes in vitro. Esse
resultado, possivelmente, ocorreu devido a uma maior desinfestacdo promovida por esta
concentragéo, o que pode ter favorecido o desenvolvimento das plantulas.

No entanto, os tratamentos com a concentracdo de 1,25% apresentaram uma maior
dispersdo dos dados, com o T7 e o T8 liderando com os maiores valores para coeficientes de
variagdo quando comparados com o restante dos tratamentos. Sendo assim, pode-se considerar
que o melhor tratamento foi o T9, com menor dispersdo dos dados, ou seja, maior preciséo,
com dados amostrais mais homogéneos em comparacao ao T7 e ao T8.

Ja os tratamentos que obtiveram a menor média de crescimento foram o0s
tratamentos com a concentragdo de 0,75% (T2 e T3), seguidos da concentracdo de 1,00% (T5
e T6), com destaque para o T6 que obteve os maiores valores medios para altura nessa
concentracgéo (4,20). Para as duas concentracOes, os valores para coeficiente de variacdo foram
menores em relagdo a concentragdo de 1,25%, demostrando uma maior homogeneidade dos
dados.

Com relacédo ao tempo, nota-se que as maiores alturas medias das plantulas foram
obtidas nos tempos de 20 e 30 minutos, estatisticamente superiores ao tempo de 10 minutos. A
menor altura das plantulas no tempo de 10 minutos se deve a menor desinfestacdo dos explantes,

desfavorecendo o crescimento das plantulas.



27

Gomes et al. (2014), em experimento para comparacdo no cultivo in vitro de
segmentos nodais e gemas de plantas de mini-rosas vermelhas desinfetadas com alcool 70%
por 1 minuto e hipoclorito de sédio 1,25% por 15 minutos, obtiveram uma maior altura dos
explantes para 0s segmentos nodais e ressaltaram que, provavelmente, estes resultados se
devem a uma maior quantidade de reservas hormonais e nutricionais presentes nesses tipos de
tecidos vegetais. Por sua vez, Diniz et al. (2014), demonstrou que o0 meio MS com 100% dos
sais macronutrientes favoreceu o crescimento in vitro de explantes de mini-rosas
proporcionando uma maior altura média e peso seco para as plantulas micropropagadas.

No entanto, estes parametros descritos pelos autores acima, neste trabalho foram
iguais para todos os tratamentos, onde todos contavam com o mesmo tipo de explante e meio
nutritivo, o que diferiu foi a desinfestacdo promovida por cada tratamento. Haja vista que a
melhor desinfestacdo resultou em um maior nimero de representantes.

As folhas das plantulas de mini-rosas apresentaram desenvolvimento normal quanto
a sua forma, tamanho e colorag&o, diferindo apenas no nimero de folhas produzidos por broto.
Os resultados para esta variavel foram submetidos a analise descritiva, apresentados na Tabela
3.

Os tratamentos que possuiam 0s menores tempos ainda com representatividade (T2,
T5 e T7) obtiveram os maiores numeros médios de folhas, com 4,80, 500 e 5,30
respectivamente. Conforme aumenta a concentracdo, maiores os numeros de folhas nesses
tratamentos (T2, T5 e T7). Quanto a dispersdo de dados o T5 e o T7 obtiveram valores altos,
com mais de 80% de coeficiente de variacdo, demostrando a heterogeneidade dos dados.

Analisando os dados a partir da soma das concentragdes, percebe-se que as
concentracdes de 0,75% e 1,00%, acarretaram em um menor numero de folhas devido a maior
contaminacdo nesses tratamentos. De acordo com Souza et al. (2014) a contaminacdo por
fungos e bactérias interfere em todos os pardmetros de desenvolvimento dos explantes
analisados, tendo em vista que esses microrganismos VAo consumir 0s nutrientes necessarios
para o crescimento da planta e podem liberar compostos que inibem ou retardam o
estabelecimento in vitro dos explantes, comprometendo a composi¢cdo quimica do meio de
cultura.

Os resultados obtidos na concentracéo de 1,25% com os maiores valores na soma,
se devem a uma maior desinfestacdo dos tratamentos, que possibilitou melhores condicGes para
que os explantes se desenvolvessem, crescessem e consequentemente apresentassem um maior
namero de folhas. As concentracfes de 0,75% e 1,00% foram as que apresentaram maior

contaminacdo ao longo do experimento e na avaliacdo final contavam com poucos
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representantes em relacdo a concentragdo de 1,25%, sendo este um fator que também
influenciou nesse resultado para esta variavel.

Por sua vez, na influéncia do tempo em relacdo ao numero de folhas, foi possivel
perceber que quanto maior o tempo de imersdo no hipoclorito de sédio, menores foram os
nameros de folhas produzidas, com exce¢do da concentracdo de 1,25% em que o T8 (20
minutos) e o T9 (30 minutos) ficaram com a mesma média, apesar de T8 ter apresentado uma
maior dispersao de dados.

Costa et al. (2007), testaram diferentes concentracGes de hipoclorito de sodio (0,2;
0,4; 0,6 e 0,8%) e tempos de 8; 12; 16 e 20 minutos de imersdo para Alecrim-pimenta (Lippia
sidoides Cham.), na qual a melhor concentracéo para a varidvel namero de folhas por broto foi
a maior concentracdo do trabalho, de 0,8% com média de 1,88 folhas. Ja o tempo de 20 minutos
proporcionou menor numero de folhas, coincidindo com o resultado encontrado neste trabalho
para concentracdo e tempo no desenvolvimento de folhas.

Os resultados demostraram que a concentracdo e o tempo influenciaram
inversamente no numero de folhas. Conforme aumentava a concentracdo, maior o nimero de
folhas produzidas (T2, T5 e T7). E, quanto maior o tempo de imersdo, menor 0 numero de
folhas produzidas (T3, T6, T8 e T9).

Os calos sdo um aglomerado de células em proliferacdo desorganizada,
irregularmente diferenciadas, formados a partir de segmentos de tecidos vegetais que sofreram
alguma lesdo ou em resposta a reguladores de crescimento (TAIZ & ZEIGER, 2009; ABCTP,
2011; SILVA & FERREIRA, 2016).

Observa-se que houve uma tendéncia de aumento na porcentagem de calos
conforme aumentava a concentracdo de hipoclorito de sédio. A concentracdo de 1,25% nos
tempos de 20 e 30 minutos nao diferiram entre si, apresentando a maior porcentagem de calos
(20%), enquanto que no tempo de 10 minutos para a mesma concentracdo houve 10% de
calogénese. A segunda maior porcentagem de calogénese foi o tratamento T6 na concentragdo
de 1,00% e tempo de 30 minutos (15%), enquanto o0 T1, T3 e T4 ndo apresentaram formacéo
de calos.

Embora a concentragdo de 1,25% nos tempos de 20 e 30 minutos tenha apresentado
0 maior numero de calos, isso ndo desfavoreceu o desenvolvimento do explante, onde ocorreu
uma maior brotacdo e altura dos explantes nesses tratamentos (Tabela 3). Estes resultados
diferem dos encontrados por Junkes (2015) para Malus ‘Marubakaido’, que testou diferentes
variagdes nos meios de cultura MS para o estabelecimento, e observou que nos meios MS e MS

¥ houve uma maior formacéo de calos, o que impediu o desenvolvimento dos explantes. Isso
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demonstra que, dependendo da espécie com a qual se trabalha, pode ocorrer uma resposta
diferente e 0 meio de cultura utilizado também pode influenciar na formacéo de calos.

Um outro fator que contribui para a formacao dos calos sdo as concentracdes de
reguladores de crescimento, que induzem a formacdo de calos, parte aérea, embrides e raizes
(DOBRANSZKI et al., 2010). A interacdo de ANA e BAP ¢ frequente na formagc&o de calos na
literatura (SALLES et al., 2017; PIASSI & PIASSO, 2016; ALENCAR, 2015; COSTA et al.,
2015; MENDONCA, et al., 2015; MORAES et al., 2014). No entanto, neste trabalho, todos 0s
tratamentos possuiam as mesmas concentracfes de ANA e BAP, diferindo somente na
concentragéo e no tempo de exposicdo ao NaClO. O que possivelmente ocorreu, foi que a maior
concentracdo de hipoclorito de sodio promoveu melhores condigdes fitossanitarias,

consequentemente um melhor desenvolvimento da planta e maior porcentagem de calos.
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6. CONCLUSAO
A concentracéo de 1,25% de hipoclorito de sodio associada ao tempo de 30 minutos
de exposicao, resultou na maior porcentagem de assepsia dos segmentos nodais de mini-rosas,
bem como na maior sobrevivéncia e menor ocorréncia de necrose dos explantes. Proporcionou
também as melhores condi¢bes para o estabelecimento in vitro e desenvolvimento dos
segmentos nodais de mini-rosas, promovendo um maior nimero de brotos, altura de plantulas
e explantes responsivos.
Houve formacdo de calos ao longo do experimento, independentemente da
concentracdo e do tempo de exposi¢do ao hipoclorito de sodio.
Ressalta-se que a desinfestacdo dos explantes foi satisfatdrio, j& que planta matriz

utilizada foi proveniente do campo e ndo passou por um pré-tratamento de assepsia.
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