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RESUMO

Os bambus apresentam um elevado potencial de utilizacdo. Contudo, no Brasil o seu uso é
limitado pela escassez de informagOes sobre aspectos agrondmicos, tecnologias de
transformacédo industrial, falta de tradicdo no emprego desse material e sobretudo pela
dificuldade de producéo de mudas em larga escala. A micropropagacao apresenta-se Como uma
alternativa a multiplicacdo de espécies que apresentam limitacdo de propagacdo por métodos
convencionais, sendo uma técnica que pode viabilizar o plantio de bambu em grandes &reas por
fornecer mudas de alto padrdo fitossanitario em quantidade e homogeneidade desejaveis. O
presente trabalho teve como objetivo, avaliar a influéncia da concentracdo de sacarose e do
comprimento do explante sobre o estabelecimento in vitro da espécie Dendrocalamus asper. O
experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente ao acaso (DIC) com
arranjo fatorial (2 x 5), sendo testados o efeito de dois comprimentos de explantes (15 e 30 mm)
e cinco concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L™). O cultivo in vitro deu-se por 21
dias, ao final dos quais se avaliou a porcentagem de sobrevivéncia, contaminacdes visiveis
causadas por fungos e/ou bactérias, o nimero de brotos emitidos por tratamento e a oxidagéao.
Os dados foram transformados em vx + 1, em seguida foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) para verificar se houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os que
apresentaram diferenca significativa foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A interacdo entre os fatores foi significativa (P<0,05) para a média de brotos e
ndo significativa para porcentagem de sobrevivéncia e contaminagéo. A oxidagao néo interferiu
no desenvolvimento dos explantes. A menor contaminagdo e maior sobrevivéncia foi observada
no tratamento com explantes de 15 mm na auséncia de sacarose. O maior numero de brotos foi

obtido no tratamento com explante de 30 mm na auséncia de sacarose.

Palavras-chave: Dendrocalamus asper, contaminacdo, sacarose, comprimento.



ABSTRACT

Bamboos have a high potential of use. However, in Brazil its use is limited by the scarcity of
information on agronomic aspects, industrial processing technologies, lack of tradition in the
use of this material and especially because of the difficulty of large-scale seedlings.
Micropropagation presents as an alternative the multiplication of species that present limitation
of propagation by conventional methods, being a technique that can make feasible the planting
of bamboo in large areas for supplying seedlings of high phytosanitary standard in quantity and
homogeneity desirable. The objective of this work was to evaluate the influence of sucrose
concentration and explant length on the in vitro establishment of the species Dendrocalamus
asper. The experiment was conducted in a completely randomized experimental design (DIC)
with a factorial arrangement (2 x 5), being tested the effect of two lengths of explants (15 and
30 mm) and five sucrose concentrations (0, 15, 30, 45 and 60 g L-1). In vitro culture was given
for 21 days, at the end of which the percentage of survival, visible contaminations caused by
fungi and / or bacteria, the number of shoots emitted per treatment and the oxidation were
evaluated. The data were transformed into V (x + 1), after which they were submitted to analysis
of variance (ANOVA) to verify if there was statistical difference between the treatments. Those
that presented significant were compared by the Tukey test at 5% probability. The interaction
between the factors was significant (P <0.05) for the mean of shoots e ndo significativa para
porcentagem de sobrevivéncia e contaminacdo. Oxidation did not interfere in the development
of the explants. The lower contamination and higher survival was observed in the treatment
with explants of 15 mm in the absence of sucrose. The highest number of shoots was obtained

in the treatment with a 30 mm explant in the absence of sucrose.

Key words: Dendrocalamus asper, contamination, sucrose, length.
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1. INTRODUCAO

Bambu é o nome comum de vérias espécies pertencentes a familia Poaceae e
subfamilia Bambusoideae. No Brasil, existe um elevado nimero de espécies nativas, entre as
quais varias sdo endémicas. Além disso uma grande quantidade de espécies foi introduzida e se
adaptou muito bem as condigdes edafoclimaticas do pais. Essas plantas possuem parte aérea
constituida por caules do tipo colmo, folhas constituidas por bainha e lamina, ramificacdes
laterais, inflorescéncias denominadas espiguetas e frutos geralmente do tipo cariopse. A parte
subterranea é composta por rizomas e raizes fasciculadas (FILGUEIRAS & VIANA, 2017). O
florescimento da maioria das espécies € um fendmeno raro, fazendo com que algumas delas
apresentem uma fase vegetativa praticamente indefinida (AZZINI et al., 1982; SILVA, 2005).
Deste modo, tem-se a propagacao vegetativa como principal e as vezes exclusivo método de
multiplicacdo dos bambus.

Desde os tempos primitivos, 0 bambu esteve presente no cotidiano de diversos povos,
isso se da principalmente a sua versatilidade, podendo ser empregado na alimentacéo,
construcdo civil, artesanato, ornamentacdo, producéo de celulose, producdo de biomassa, entre
tantas outras possibilidades de uso (SILVA, 2005). No oriente e em outros paises onde
tradicionalmente os bambus sdo mais valorizados, ja existem pesquisas bastante avancadas com
relacdo ao seu uso. O Brasil dispde de condigdes edafoclimaticas propicias ao cultivo de
diversas espécies de valor comercial, e muitas areas degradadas inaptas para outros cultivos que
podem ser utilizadas para o plantio de bambu. Contudo a falta de tradicdo na utilizacdo deste
material e 0 escasso conhecimento cientifico sobre as espécies, restringem o investimento em
tecnologias locais adequadas a utilizacdo (DRUMOND & WIEDMAN, 2017).

Um dos fatores que mais limitam a expansdo da cadeia produtiva dos bambus € a
dificuldade de obtencdo de mudas para o plantio. O raro florescimento, e a baixa viabilidade
das sementes dificultam a propagacdo sexuada (NOGUEIRA et al., 2017). A propagacdo
vegetativa é relativamente eficiente para producdo de pouca quantidade de mudas e limitadas
para a producdo de um elevado nimero de plantas (FONSECA, 2007). Deste modo tem-se na
micropropagac¢ao uma importante alternativa para a propagacao e larga escala, o que tem gerado
grandes expectativas e realizacdo de muitas pesquisas para o desenvolvimento de protocolos
para propagacdo massal de mudas (MUDOI et al., 2013).

A micropropagacao é uma técnica de propagago vegetativa in vitro. E iniciada a partir
de um “explante”, que pode ser um fragmento de folha, de raiz, de caule ou de qualquer tecido

vegetal que responda as condigdes in vitro. A regeneracdo é fundamentada na capacidade de
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totipoténcia da célula, ou seja, a capacidade de produzir érgdos ou embrifes que originardo uma
planta inteira. E a aplicagio mais prética dentro da cultura de tecidos e aquela de maior impacto.
Embora a producdo comercial de plantas in vitro seja bastante difundida na Europa, Asia e
Estados Unidos, no Brasil é uma pratica relativamente recente (GRATTAPAG LIA &
MACHADO, 1998; CANCADO et al., 2009). Essencialmente esta técnica apresenta quatro
etapas: estabelecimento dos explantes em meio de cultivo, multiplicacdo dos propagulos,
enraizamento e aclimatizacao das plantulas. Apesar das inUmeras vantagens de sua utilizacéo,
0 emprego desta técnica pode ser limitado pelo alto custo e por problemas frequentemente
encontrados, como contaminacdo, mutacGes, desordens fisioldgicas e baixa percentagem de
sobrevivéncia das plantas no estadio de aclimatizagdo. E necessario que esses problemas sejam
superados para que na producdo de mudas torne-se viavel comercialmente e possa competir
com os métodos tradicionais de propagacdo (ERIG & SCHUCH, 2005; CABRAL, 2004).
Diversos fatores enddgenos e exdgenos exercem influéncia no crescimento e desenvolvimento
das plantas in vitro, sendo necessario estabelecer um protocolo préprio para cada espécie
vegetal (CAMPOS et al., 2013).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a influéncia da concentracdo de sacarose e do

comprimento do explante sobre o estabelecimento in vitro da espécie Dendrocalamus asper.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DOS BAMBUS

Bambu é a denominacdo utilizada para o grupo de plantas da familia Poaceae e
subfamilia Bambusoideae. Atualmente sdo classificadas em trés tribos: Arundinarieae,
Bambuseae e Olyreae. No Brasil, sdo encontradas espécies das tribos Olyreae e Bambuseae
(FILGUEIRAS & VIANA, 2017). A tribo Bambuseae € composta por plantas de porte mais
elevado e colmos lenhosos, engquanto a tribo Olyreae retne plantas de menor porte e colmos
herbaceos (GUILHERME et al, 2017).

A familia Bambusoideae ocorre naturalmente em todos os continentes, exceto na
Europa (LOPEZ, 2003). Devido a ampla distribuicdo geografica, & possivel encontrar espécies
adaptadas a diversas condi¢des edafoclimaticas. O bambu pode ser cultivado a altitudes de 0 a
3.800 metros, com indice pluviométrico entre 500 e 4.500 mm/ano, temperatura média entre -
15°C e 40°C, enfrentando umidade relativa de 35% a 100% e apresentando boa produtividade

em solos com pH entre 4,5 e 7,5 (SANTI, 2015). Estima-se que existam cerca de 1.300 espécies
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de bambus em todo o mundo. Na América, o Brasil possui a maior diversidade e elevado
endemismo. S&o conhecidas 258 espécies nativas distribuidas em 35 géneros, dentre os quais,
175 espécies e 12 géneros sdo endémicos (FILGUEIRAS & VIANA, 2017).

Os bambus possuem habito arborescente de rapido crescimento que expressa de forma
visivel no alongamento de seus colmos. Estudos demonstraram que em espécies de maior porte,
o0 incremento de altura pode ser préximo de 40 cm em um periodo de 24 horas (SILVA, 2005).
O acumulo de biomassa é insuperavel entre as espécies vegetais (MUDOI, et al., 2013).

Essas plantas possuem parte aérea constituida por caules do tipo colmo, folhas
constituidas por bainha e lamina, ramificacGes laterais e inflorescéncias denominadas
espiguetas. Os frutos, sdo geralmente do tipo cariopse, caracterizada pelo pericarpo aderido a
semente. A parte subterranea é composta por rizomas e raizes fasciculadas (FILGUEIRAS &
VIANA, 2017). As formas de crescimento das espécies estdo ligadas diretamente a estrutura
dos rizomas (TOMBOLATO et al., 2012). Rizomas paquimorfos sdo curtos e grossos e suas
gemas laterais ddo origem apenas a novos rizomas. Somente a gema apical é capaz de originar
um novo colmo. Deste modo, tem-se 0 grupo de espécies entouceirantes ou de crescimento
simpodial. Estas sdo mais comumente encontradas nas regides tropicais e 0s géneros Bambusa,
Dendrocalamus e Guadua sdo os principais representantes. O rizoma do tipo leptomorfo €
capaz de originar um novo caule a partir de uma gema lateral que supera o estado de dorméncia.
As espécies desse grupo sdo entdo chamadas de alastrantes, apresentando crescimento
monopodial. S0 de ocorréncia mais comum nas regides de clima temperado e tem como
representante mais conhecido, o género Phyllostachys (SILVA, 2005).

O florescimento dos bambus, é essencialmente distinto das demais angiospermas, pode
ser um fendmeno raro levando até 120 anos para acontecer. Deste modo, tem-se em algumas
espécies uma fase vegetativa praticamente indefinida (AZZINI et al., 1982; SILVA, 2005). De
um modo geral, na tribo Olyreae, as plantas sdo pluricarpicas, ou seja, florescem anualmente.
A tribo Bambuseae, apresenta o fendmeno de monocarpia, marcada pela morte de toda
populacdo apds floracdo em massa. Ndo ha porém, uma regra geral aplicavel a todas as espécies,
pois o ciclo de floracdo varia entre espécies e entre populac@es razoavelmente distantes de uma
mesma espécie (FILGUEIRAS & VIANA, 2017).

2.2 O POTENCIAL DO BAMBU

O bambu sempre esteve presente no dia a dia e na cultura dos povos primitivos de

todos continentes, com excec¢do da Europa que ndo tem nenhuma espécie nativa (SILVA, 2005).
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Ha milénios o bambu é utilizado no oriente para as mais diversas fung¢fes no cotidiano. Em
paises como Equador, Colémbia e Costa Rica, onde as pesquisas ja estdo bastante avancadas
com relacéo ao uso do bambu, j& se encontra o emprego deste material em construgéo de pontes,
paradas de 6nibus, pracas de pedagio e também em programas governamentais de habitacdes
de interesse social (DRUMOND & WIEDMAN, 2017). O bambu pode ser empregado de
diferentes formas em atividades que vdo desde a recuperacdo de areas degradadas, passando
por fontes de biomassa, matéria-prima para construcao civil, mix de fibras para papel e para a
industria téxtil, chegando até os bionanomateriais (SANT]I, 2015).

Os bambus apresentam a capacidade de sequestrar rapidamente o carbono atmosférico,
além das excelentes caracteristicas fisicas e mecanicas, configurando, assim, uma alternativa
promissora a madeira, podendo também ser utilizado em reflorestamentos, na recomposicao de
matas ciliares e como protetor e regenerador ambiental. (MOGNON et al., 2017; AFONSO &
SILVA, 2017). As margens das rodovias pode ser empregado na substituicio das defensas de
concreto ou metal visando a retencdo e absor¢do dos impactos dos veiculos em casos de
acidentes; protecdo de encostas e cortes de estradas contra a erosdao ou deslizamentos;
visualizacdo e sinalizacdo de curvas; paisagismo, entre outros (SILVA, 2005).

As espécies dos géneros Eucalyptus e Pinus sdo as mais exploradas para a producéo
de celulose no Brasil e portanto, bastante estudadas. No que se refere aos aspectos agrondmicos,
0 bambu supera estas duas espécies devido a maior facilidade de cultivo e adaptacdo a solos
marginais e a uma maior amplitude climatica. Como matéria prima para o papel, os bambus
possuem fibras estreitas como a do Eucalyptus e longas como as do Pinus, 0 que proporciona
um perfeito entrelacamento e confere grande resisténcia aos produtos fabricados (SILVA, 2005;
SANTI, 2015). Atualmente, a espécie Bambusa vulgaris é a mais utilizada em cultivos
comerciais no Brasil. Utilizada amplamente na fabricacdo de papel de alta resisténcia, seu
cultivo estd concentrado na regido Nordeste, sobretudo nos estados do Maranh&do, Pernambuco
e Paraiba (LIMA NETO et al., 2009). Estima-se que em todo o Brasil sejam produzidas
anualmente cerca de 150 mil toneladas de celulose de bambu (SANTI, 2015).

O bambu é também uma alternativa para a producdo de biomassa pela alta
produtividade e rapido crescimento e maturidade. Uma quantidade significativa de bambu, que
ndo é adequada para a fabricacdo de produtos, esta disponivel como residuos que podem ser
utilizados para producéo de bioenergia (TEIXEIRA, et al 2017). O poder calorifico do carvéo
de bambu nédo difere muito do eucalipto que é a matéria prima de referéncia para este fim.

Quando destinado & produgdo de carvdo ativado, apresenta a grande vantagem de possuir
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aproximadamente o dobro da &rea de superficie do carvdo proveniente das outras matérias
primas, conferindo-o, maior poder de adsor¢édo de sélidos e gases (SILVA, 2005).

Na alimentacdo humana, o broto de bambu é bastante consumido na culinéria asiatica,
fazendo parte de uma enorme variedade de pratos tradicionais. Reconhecidos pelo sabor, séo
também ricos em proteinas, carboidratos e minerais. A alta taxa de fibras alimentares estdo
relacionadas a reducéo do colesterol e atividade anticarcinogéncica, classificando o broto de
bambu como alimento nutracéutico e medicamento natural (PINTO et al., 2017). O processo de
producdo de brotos é relativamente simples, podendo ser processado pelas industrias de
beneficiamento de palmito dado a sua semelhanca com este produto (SILVA, 2005). No Brasil,
a imigracéo japonesa exerceu forte influéncia na introducéo de espécies exoticas destinadas a
producdo de brotos comestiveis devido ao habito de consumo (TOMBOLATO et al., 2012).

G Lobalmente, os maiores mercados para o bambu séo o de artesanato (AFONSO &
SILVA, 2017). E reconhecidamente um dos materiais mais versateis para este fim. E uma
matéria prima de facil obtencdo, de baixo custo e que demanda ferramentas simples na sua
transformacdo. Além disso, apresenta grande plasticidade e facil combinacdo com outros
materiais, aceita colagem, responde bem ao acabamento com lixa e verniz e pode ser utilizado
na sua forma natural cilindrica ou plana quando desdobrado (SILVA, 2005).

No meio rural brasileiro, 0 uso do bambu é destinado a confeccdo de balaios,
tutoramento de culturas como o tomate, na construcdo de moradias, cercas, galinheiros e até
mesmo na construcao de sistemas de irrigacdo (SILVA, 2005).

Apesar da versatilidade e todo o potencial de diversas espécies de bambu, a atividade
econdmica ainda é bastante restrita no Brasil. Esse cenario é devido a auséncia de tradi¢cdo no
emprego do bambu como matéria-prima e, também, as lacunas de conhecimento e tecnologias
locais que permitam usar as espécies adequadas as diferentes regides do pais (DRUMOND &
WIEDMAN, 2017). Nos ultimos anos, houve um aumento do conhecimento e da pesquisa sobre
alguns aspectos das espécies originando novos usos industriais. No entanto, 0 escasso
conhecimento cientifico tem restringindo o pleno desenvolvimento da cultura (SANTOS et al,
2016).

Em 2011, o governo brasileiro instituiu a Politica Nacional de Incentivo ao Manejo
Sustentado e ao Cultivo do Bambu (PNMCB), Lei 12.484 de 2011, que tem por objetivo o
desenvolvimento da cultura do bambu no Pais por meio de agdes governamentais e de
empreendimentos privados (BRASIL, 2011). Entre as diretrizes da PNMCB esta a valorizago
do bambu como produto agro-silvo-cultural capaz de suprir necessidades ecoldgicas,

econdmicas, sociais e culturais; o desenvolvimento tecnoldgico do manejo sustentado, cultivo
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e das aplicagdes do bambu e o desenvolvimento de polos de manejo sustentado, cultivo e de
beneficiamento de bambu, em especial nas regides de maior ocorréncia de estoques naturais do
vegetal, em regides cuja producdo agricola baseia-se em unidades familiares de producédo e no
entorno de centros geradores de tecnologias aplicaveis ao produto. Segundo DINIZ (2016), o
que resultou na criacdo da referida lei, foi a assinatura de um memorando de entendimento com
a China para cooperacgdo bilateral em ciéncia e tecnologia na area de desenvolvimento em
bambu. Isso ocorreu devido a existéncia de um vacuo entre o vasto potencial de utilizacdo do
bambu e 0 escasso conhecimento sobre suas caracteristicas agronémicas. A promulgacao da
lei € um importante passo no sentido de fortalecer a¢cdes na area, contudo, apds sete anos, esta
ainda n&o foi regulamentada, dificultando a execugéo das diretrizes previstas.

2.3 A ESPECIE Dendrocalamus asper

O Dendrocalamus asper (Schult. & Schult. f.) Backer ex K. Heyne 1927, conhecido
popularmente como “bambu gigante” ou “bambu balde”, é pertencente a tribo Bambuseae,
apresenta rizomas paquimorfos, formando touceiras de grande porte, com até 30 m de altura e
com didmetro dos colmos na base podendo atingir mais de 30 cm. Os entrenos basais
apresentam pubescéncia prateada a dourada, as bainhas dos colmos possuem tricomas curtos e
sedosos na cor castanho claro. No passado, a espécie foi equivocadamente identificada como
Dendrocalamus giganteus, contudo, trata-se de duas espécies diferentes, comprovado por suas
diversas caracteristicas morfoldgicas distintivas (SHIRASUNA, 2012; ENE 2012).

Originario da regido sudeste da Asia, provavelmente foi introduzido no Brasil pelos
colonizadores portugueses. Atualmente é utilizado em estruturas de todos os portes, na
fabricacdo de bambu laminado colado, no paisagismo, na alimentacao através do consumo dos
brotos, entre outros usos. O desenvolvimento das touceiras é mais satisfatorio quando cultivadas
a pleno sol, porém tolera temperaturas de até -5 C° (TOMBOLATO et al., 2012).

2.4 METODOS DE PROPAGACAO

Um grande obstaculo para o desenvolvimento da cadeia produtiva do bambu refere-se
ao seu deficiente processo de multiplicacdo. O raro florescimento, e a baixa viabilidade das
sementes dificultam a propagacgédo sexuada (NOGUEIRA et al., 2017). As dificuldades de se
produzir grandes quantidades de mudas com qualidade e homogeneidade, faz com que o

potencial produtivo de diversas espécies ndo seja devidamente explorado (RIBEIRO et al.,
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2016). Os bambus sdo propagados vegetativamente, sobretudo por técnicas de transplantio
direto (desdobramento de touceiras) ou enraizamento de estacas e pedacos de colmos. Essas
técnicas sdo relativamente eficientes para producéo de pouca quantidade de mudas e limitadas
para a producdo de um elevado nimero de plantas (FONSECA, 2007). Deste modo a
micropropagacao sera inevitavelmente necessaria para a propaga¢do em larga escala, o que tem
gerado grandes expectativas e realizacdo de muitas pesquisas para o desenvolvimento de
protocolos para propagacao massal de mudas (MUDOI et al., 2013).

Embora muitos estudos sobre cultura de tecidos com espécies de bambu tenham sido
desenvolvidos, sobretudo na Asia, onde sdo tradicionalmente mais valorizados quanto ao seu
uso, ainda h& uma disponibilidade relativamente reduzida de literatura atualizada sobre o tema
(NOGUEIRA et al., 2017).

2.5 MICROPROPAGACAO
2.5.1 Aspectos gerais

A cultura de tecidos pode ser definida como um conjunto heterogéneo de técnicas que
utiliza um explante (fragmento de tecido vegetal vivo), cultivado assepticamente em um meio
artificial de composicdo quimica definida e mantida em condi¢cGes ambientais controladas
(MROGINSKI et al., 2010). O cultivo in vitro baseia-se no aproveitamento da totipoténcia das
células vegetais a partir das quais se induz o crescimento e multiplicacdo de células, tecidos,
Orgdos ou partes de 6rgdos de uma planta a depender da via de regeneragdo utilizada
(ANDRADE, 2002; CARVALHO et al., 2006).

Com ampla utilizacdo na agricultura moderna, a cultura de tecidos pode ser empregada
das mais variadas formas nos programas de melhoramento genético de plantas, na conservagao
e intercdmbio de germoplasma, multiplicacdo de gen6tipos superiores, recuperacao de plantas
livres de virus, multiplicacdo de espécies de dificil propagacdo, dentre outros (FERREIRA et
al., 1998).

A micropropagacdo ou propagacdo vegetativa in vitro é a aplicacdo mais préatica da
cultura de tecidos e aquela de maior impacto (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998).
Possui o potencial de se produzir plantas em escala comercial, com qualidade e uniformidade,
a partir de um genotipo superior e com taxas de multiplicag&o ilimitadas (OLMOS et al., 2010).
Embora a producio comercial de plantas in vitro seja bastante difundida na Europa, Asia e
Estados Unidos, no Brasil € uma pratica relativamente recente (GRATTAPAG LIA &
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MACHADO, 1998; CANCADO et al., 2009). Entre outras vantagens de sua utilizagéo, estdo a
possibilidade de se produzir plantas independente da estacdo do ano e a reducéo do tempo e da
area necessaria para propagacdo (ERIG & SCHUCH, 2005).

Por outro lado, o emprego desta técnica pode ser limitado pelo alto custo para obtengéo
das mudas, pois requer elevado nivel de investimentos em estrutura de laboratérios, estufas,
telados e necessidade de méo-de-obra especializada. Além disso, no processo de producdo de
mudas in vitro pode-se enfrentar alguns problemas, como contaminacdo, mutacdes, desordens
fisiologicas e baixa percentagem de sobrevivéncia das plantas no estadio de aclimatizacgo. E
necessario que esses problemas sejam superados para que na producdo de mudas torne-se viavel
comercialmente e possa competir com os metodos tradicionais de propagacdo (ERIG &
SCHUCH, 2005; CABRAL, 2004). Diversos fatores enddgenos e exdgenos exercem influéncia
no crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro, sendo necessario estabelecer um
protocolo préprio para cada espécie vegetal, considerando suas caracteristicas Unicas
(CAMPOS et al., 2013).

A micropropagacdo apresenta essencialmente quatro etapas: estabelecimento dos
explantes em meio de cultivo, multiplicacdo dos propagulos, enraizamento e aclimatizacao das
plantulas. Em alguns casos é necessario considerar uma etapa prévia (Etapa 0), que € a
preparacédo dos explantes para o estabelecimento, como por exemplo, manutengéo das plantas
matrizes em ambiente controlado, manejo nutricional e tratamentos fitossanitarios (OLMOS et
al., 2010). Este esquema permite alteracdes conforme as particularidades de cada espécie, como
por exemplo, adicdo da fase de alongamento da parte aérea antes do enraizamento
(GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998).

Previamente ao estabelecimento de uma cultura asséptica, é necessario que o material
vegetal devidamente selecionado e coletado no campo, passe por procedimento de
desinfestacdo superficial adequado. A fase de estabelecimento é considerada a mais critica da
micropropagacdo, sobretudo, pela possibilidade de contaminagdo (DUTRA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2013). Apos a desinfestacdo os explantes isolados sdo inoculados em meio
de cultura. Para o sucesso dessa fase, € importante determinar também, o meio nutritivo mais
adequado (TORRES et al., 1998).

Os explantes oriundos da fase de estabelecimento séo inoculados em meio de cultura
contendo combinac@es de auxinas e citocininas, dependendo da espécie e do tipo de explante
(DUTRA et al., 2009). Os propagulos livres de contaminacgdes, com brotagdes aparentes e bem
desenvolvidos, sdo transferidos para o meio de multiplicacdo, no qual formam-se novas

brotacdes a partir de multiplas gemas axilares. Podem ser realizados novos subcultivos a fim
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de se obter mais material propagativo com constituicdo genética idéntica a da planta matriz
(NOGUEIRA etal., 2017). O objetivo principal desta fase é produzir o maior numero de plantas
possivel, no menor espaco de tempo e com 0 minimo de variacdo genética (OLIVEIRA et al.,
2013). Quanto ao alongamento, é desejavel que ocorra simultaneamente a multiplicacdo das
brota¢des, contudo, em funcdo dos genotipos e de materiais de dificil propagagdo in vitro, pode
ser necessario a adicdo da etapa de alongamento em meio de cultura préprio, em geral, com
adicdo de giberelina (DUTRA et al., 2009).

A fase de enraizamento é caracterizada pela formacao de raizes adventicias nas partes
aéreas oriundas da multiplicacdo e alongamento, podendo ocorrer tanto in vitro como ex vitro
(OLMOS, 2010). No primeiro sistema, as raizes sdo formadas em condigdes assépticas e
posteriormente transplantadas em substrato. No segundo, as partes aéreas sao induzidas ao
enraizamento direto no substrato, como se fossem micro estacas (GRATTAPAG LIA &
MACHADO, 1998). As espécies lenhosas e com idade ontogenética avancada, apresentam
maiores dificuldades de enraizamento em relacdo as espécies herbaceas (OLMOS, 2010;
OLIVEIRA et al., 2013). Durante a fase de multiplicacdo, o uso frequente de citocininas no
meio de cultura, resulta muitas vezes em brotaces de tamanho reduzido, desprovidas ou com
poucas raizes. Assim, 0 enraizamento in vitro visa a formar um sistema radicular bem
constituido e funcional, favorecendo a sobrevivéncia e o crescimento ex vitro das plantas
(NOGUEIRA et al., 2017). Por outro lado, 0 processo ex vitro proporciona economia de mao-
de-obra, de espaco, energia elétrica e meio de cultura. Além disso, tende a produzir um sistema
radicular mais completo e funcional, com maior nimero de raizes secundarias (DUTRA et al.,
2009). A opcéo por um dos sistemas depende da qualidade da parte aérea obtida, da espécie, do
genotipo e da infraestrutura disponivel (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998).

A Ultima fase da micropropagacdo € a aclimatizacdo. Esta é realizada em ambiente
sombreado por um periodo variado. Posteriormente as plantas sdo submetidas a pleno sol, onde
ocorre a rustificagdo e o crescimento (DUTRA et al., 2009). O sucesso da aclimatizagédo
depende da qualidade das plantas formadas nas fases anteriores. Mesmo plantas com aspecto
normal sofrem estresse devido a mudanca subita de umidade relativa, passagem da condi¢éao
heterotréfica para autotréfica, redugdo na disponibilidade de nutrientes e exposi¢do a micro-
organismos, ndo raramente patogénicos (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). Trata-se
de uma das etapas mais importantes do processo que deve ser feita com cuidado, pois a
otimizacgdo desta fase € de fundamental importancia para evitar prejuizos devido a grandes
perdas dos explantes (NOGUEIRA et al., 2017).
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2.5.2 Meios de cultura

Meio de cultura pode ser definido como uma formulagdo de sais inorganicos e
compostos organicos requeridos para a nutricdo e manipulacéo dos cultivos (MROGINSKI et
al., 2010). Existem diversas formulacdes utilizadas em cultura de tecidos vegetais, sendo que a
composigado dos meios nutritivos pode variar enormemente (CANCADO et al., 2009). Contudo,
é necessario que o meio contenha todas as fontes de macro e micronutrientes, vitaminas,
reguladores de crescimento, além de fontes de carbono e oxigénio para o desenvolvimento
satisfatorio das plantas, como se estivessem em condi¢Ges naturais. O meio mais amplamente
difundido, utilizado para o cultivo in vitro da maioria das espécies vegetais € 0 MS de
Murashige e Skoog (tabela 1) (CALDAS et al., 1998).

Os reguladores de crescimento, ou fitorreguladores sdo substancias sintéticas que
desempenham um papel semelhante ao dos homénimos vegetais. No meio de cultura sdo
responsaveis por suprir possiveis deficiéncias dos teores enddgenos e estimular a resposta
desejada de acordo com o objetivo (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). A
concentracdo dos reguladores de crescimento, geralmente sdo especificadas em cada trabalho.
Auxinas, citocininas e giberelinas sdo os mais utilizados (CALDAS et al., 1998).

As citocininas sdo indispensaveis para induzir a proliferacdo de gemas e promover a
quebra de dominancia apical (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). As auxinas séo
utilizadas para induzir a formacao de raizes adventicias, formacéo de calos e desenvolvimento
de nds. Enquanto que as giberelina sdo utilizadas para induzir o crescimento dos nés e dos
meristemas ou gemas in vitro, romper a dorméncia de embrides isolados ou gemas e inibir a
formacao de brotos ou raizes adventicias (CARVALHO, 2006).

Fungicidas e bactericidas também podem ser adicionados ao meio para controlar
contaminacgdes (DUTRA et al., 2009). O carvdo ativado é utilizado para diminuir intoxicacdes
causadas pelos fenois oxidados, produzidos pelo proprio tecido (CALDAS et al., 1998). A
consisténcia do meio de cultura pode ser ajustada pela adi¢cdo de agentes gelificantes. O &gar é
0 composto mais utilizado (MROGINSKI et al., 2010).

Tabela 1 — Composic¢do basica do meio de cultura MS.

Fonte de macro e micronutriente (mg L)
Nitrato de aménio (NHsNO3) 1.650,000
Nitrato de Potassio (KNOs3) 1.900,000

Cloreto de Célcio (CaCl,.2H,0) 440,000
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Fosfato de Potassio monobasico (KH2POa) 170,000
Sulfato de Magnésio (MgSQO4.7H,0) 370,000
Sodio — EDTA (Na,-EDTA.2H,0) 37,300

Sulfato de Ferro (FeS04.7H,0) 27,800
Sulfato de Manganés (MnSQ4.H,0) 16,900
Sulfato de Zinco (ZnS0O4.7H,0) 8,600
Acido borico (HsBO3) 6,200
lodeto de Potassio (KI) 0,830
Sulfato de Cobre (CuSQ4.5H,0) 0,025
Molibidato de Sddio (NazM004.2H,0) 0,250
Cloreto de Cobalto (CoCl,.6H,0) 0,025
Fonte de vitamina (mg LY
Tiamina-HCL (C1,H15C12N405.xH20) 0,10
Piridoxina-HCI (CgH12CINO3) 0,50
Acido nicotinico (CeHsNO,) 0,50
Fonte de aminoécido (mg LY)
G Licina (H.NCH,COOH) 2,00
Fonte de carbono (mg LY
Mio-inositol (CsH120¢) 100,00
Sacarose (C12H22011) 30.000,00*
Agente geleificante (mg L-1)
Agar 7.000,00

Fonte: MURASHIGE & SKOOG (1962). Adaptado de Ribeiro (2017).
*Concentracao pode ser varidvel de acordo com os objetivos do trabalho.

As plantas cultivadas in vitro, apresentam de uma forma geral, baixos teores de
clorofila para realizacéo de fotossintese, isso da pelas condi¢des de iluminagdo e concentracdo
de CO: a que sdo submetidas (RIBEIRO, 2017). Dessa maneira, a maioria dos cultivos in vitro
séo heterotroficos, havendo a necessidade de se fornecer uma fonte de carbono. A sacarose é a
mais empregada, em concentragdes que geralmente variam de 2 a 5 %. O mio-inositol
incorporado ao meio, contribui para melhor crescimento dos cultivos (MROGINSKI et al.,
2010). A concentracdo da sacarose € um fator importante para obtencdo de um crescimento
6timo, sendo que a mais utilizada é 3% (CALDAS et al., 1998).

Apesar da reconhecida importancia de se adicionar sacarose no meio de cultura, no

que se refere ao desenvolvimento adequado das plantulas, é importante salientar que este fator
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contribui para o desenvolvimento de micro-organismos no meio. As perdas significativas de
plantas pela contaminacdo microbiana podem ser potencializada pela presenca da sacarose no
meio de cultura (ERIG & SCHUCH, 2005). Além disso, estudos tem sido realizados no sentido
de reduzir os custos de producdo de mudas micropropagadas e verificar as respostas
morfofisioldgicas das plantulas a diferentes concentracdes desta fonte de carbono
(FERNANDES et al., 2013; DIAS et al., 2007; MONFORT et al., 2015; COSTA et al., 2016;
RIBEIRO, 2017).

2.5.3 Estabelecimento in vitro

O estabelecimento inicia-se com a sele¢do dos explantes mais adequados e termina
com a obtencdo de culturas livres de contaminantes e suficientemente adaptadas as condi¢Ges
in vitro (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). Todo o processo € realizado segundo um
determinado procedimento padréo, exigindo ajustes especificos para cada gendtipo.

Escolha das plantas matrizes: A correta selecdo e preparacdo dos explantes implica
diretamente sobre a qualidade dos mesmos e suas respostas frente aos principais problemas que
afetam a fase de estabelecimento, que sdo a contaminacéo e a oxidacao dos explantes (OLMQOS
et al., 2010). Pela possibilidade de realizar as praticas de manejo adequadas, o ideal € dispor de
matrizes em bancos de germoplasma, cole¢cdes de trabalho ou jardins clonais, mantidos
preferencialmente em casas de vegetacdo (NOGUEIRA et al., 2017). Este fato ndo constitui
problemas para as plantas herbéaceas, porém é de dificil execucdo para as plantas arbdreas. Na
impossibilidade de se obter propagulos a partir de ambientes protegidos, as plantas em campo
deverdo ser tratadas com algum método que permita manter o controle do ambiente
(GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). O tratamento fitossanitario preventivo de plantas
matrizes a campo, realizado periodicamente com uso de fungicidas sisttmicos e de contato,
com objetivo de manter os contaminantes exdgenos e endofiticos em niveis baixos, exercem
grande influéncia na otimizacdo das etapas seguintes de desinfestacdo (BAVARESCO et al.,
2017).

Selecdo e desinfestacdo dos explantes: Diversos tipos de explantes podem ser
utilizados para iniciar a propagacdo in vitro. Apices caulinares, gemas axilares e meristemas
isolados sdo os mais indicados. Estes devem ser selecionados cuidadosamente, pois podem
determinar o grau de sucesso da micropropagacdo (CARVALHO et al., 2006). De modo geral,
0 nivel de diferenciacdo dos tecidos das espécies lenhosas € um fator restritivo a
micropropagacao, assim, a selecéo dos explantes deve ser realizada preferencialmente a partir

de brotac6es fisiologicamente ativas em estadio priméario de crescimento (OLIVEIRA et al.,
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2013). A selecdo do material propagativo, deve levar em consideracdo a estagédo do ano, que
pode interferir negativamente nos niveis hormonais, na concentracéo de polifendis das plantas
e nas taxas de contaminacdo (NOGUEIRA et al., 2017).

O tamanho do explante ¢ um fator importante que influencia a desinfeccdo e
regeneracdo das plantas (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). E necessario levar em
consideracao que existe um tamanho minimo que depende da espécie e do material vegetal. Os
explantes muito pequenos requerem o emprego de meios mais completos (MROGINSKI et al.,
2010). Apesar de alguns autores terem relatado diferentes respostas no desenvolvimento de
plantulas in vitro devido ao comprimento dos explantes (RIOS et al., 2008; SOUZA et al.,
2007), sdo poucos os trabalhos encontrados que investigam a influéncia do comprimento de
segmentos nodais no estabelecimento in vitro. Deste modo, sdo encontrados em diversos
trabalhos, o emprego de comprimentos diferentes até mesmo para uma mesma espécie vegetal,
sem no entanto, justificar o motivo de sua utilizagdo. NOGUEIRA et al., (2017), recomendam
0 uso de segmentos nodais de 5 a 10 mm para bambus em geral, PRADO & RUSCH (2018),
utilizaram 10 mm de comprimento. Para Bambusa oldhamii Munro, ARAUJO, et al (2015) e
LIN, et al (2007) utilizaram 50 mm. Para Bambusa vulgaris, RIBEIRO, et al (2016) e
BRONDANI, et al (2017), utilizaram explantes de 10 a 15 mm e de 10 a 20 mm,
respectivamente. Para as espécies Guadua longifimbriata e Guadua angustifolia, foram
utilizados explantes de 30 a 50 mm (COSTA et al.,, 2017). Para Dendrocalamus asper,
BRONDANI, et al (2017), utilizou segmentos nodais com comprimento de 10 a 20 mm,
enquanto ARAUJO, et al (2015) utilizou 50 mm.

A contaminacdo microbiana que ocorre durante a propagacao in vitro de plantas é um
grande gargalo que impede a experimentagio bem sucedida (ARAUJO, 2015). A dificuldade
maior desta etapa do processo é obter tecido descontaminado sem conduzi-lo a morte quando
isolado. Na desinfestacdo do explante podem ser utilizadas diversas substancias de acéo
germicida, dentre os quais o etanol, o hipoclorito de sédio e o de calcio, sdo os mais utilizados.
Os detergentes de cozinha ou Tween 20 podem ser aplicados na solucdo desinfestante, com o
objetivo de facilitar o contato dos agentes esterilizantes com os tecidos. O processo deve ser
realizado na camara de fluxo laminar em condi¢Ges assépticas e com uso de vidraria
previamente esterilizada (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998; CARVALHO et al.,
2006). As concentracGes das solucdes desinfestantes, assim como, as combinagdes dos
principios ativos e os tempos de exposicdo podem variar consideravelmente em fungédo da

espécie e da sensibilidade do explante. Também podem ser utilizados fungicidas e bactericidas
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durante a desinfestagdo ou incorpord-los em baixas concentraces ao meio de cultura
(OLIVEIRA et al., 2013).

Isolamento dos explantes: Concluido o processo de desinfestagdo, faz-se o
isolamento dos explantes em fluxo laminar. A operacdo de excisdo deve ser rapida e precisa, a
fim de evitar sobretudo, a desidrata¢éo dos tecidos (GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998).
Os explantes sdo inoculados em meio de cultura, onde permanecem por um periodo que varia
conforme a espécie. Para a Pitangueira, SOUZA, et al (2007), utilizaram o periodo de 45 dias;
para especies de Eucalipto, pode durar de 20 a 30 dias (DUTRA et al., 2009); para espécies de
Bambu, de 4 a 8 semanas (NOGUEIRA et al., 2017). J& nas primeiras semanas de cultivo, a
contaminagdo e oxidacdo podem ser percebidas. Portanto, a fim de evitar contaminagdes
generalizadas, é indicada a inoculacao individualizada em tubos de ensaio ao invés de frascos
de cultura (DUTRA et al., 2009).

A oxidagéo fendlica é um problema frequentemente encontrado durante o isolamento
(GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). E altamente dependente da espécie, do gen6tipo,
do tipo de explante utilizado e da época do ano. Essa oxidacgdo é especialmente representativa
no estabelecimento in vitro de explantes de espécies lenhosas. Menores danos fisicos e quimicos
no momento da excisdo e desinfestacdo, podem contribuir para minimizar o problema
(CARVALHO et al., 2006). Dentre outras medidas eficientes, cita-se a lavagem dos explantes
em agua corrente previamente a desinfestacdo, auxiliando na lixiviagdo dos compostos
fenolicos e a utilizacdo de substancias antioxidantes, como Polivinilpirrolidone — PVP, acido
ascorbico, acido citrico, entre outros, seja no meio de cultura ou na forma de banho
(GRATTAPAG LIA & MACHADO, 1998). Alem disso, a iniciacdo do cultivo na auséncia de
luz ou baixa intensidade luminosa por 7 a 14 dias, troca frequente do meio de cultura, uso de

solidificante ou carvéo ativado podem evitar a oxidacdo fendlica (DUTRA et al., 2009).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do
Instituto Federal de Minas Gerais, campus S&o Jodo Evangelista. Sendo implantado no dia 19

de outubro de 2018 e os dados coletados no dia 09 de novembro de 2018.
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3.2 ORIGEM E SELECAO DO MATERIAL PROPAGATIVO

Os explantes utilizados foram coletados de plantas matrizes de Dendrocalamus asper,
as quais tem aproximadamente 7 anos de idade plantadas a campo e expostas a condi¢des
naturais do ambiente, localizadas em propriedade rural do municipio de Cantagalo-MG, situada
na latitude 18°30°56°” S e longitude 42°41°36” W a altitude de 658 m. Foram consideradas
como plantas matrizes, os colmos bem desenvolvidos, isto €, aparentemente adultos, vigorosos,
apresentando boas condicdes fisioldgicas e sanitarias e sem injdrias mecanicas. A touceira foi
pulverizada com fungicida sistémico Cercobin (1 g L), por duas vezes, com intervalo de 7 dias
entre as aplicagdes (NOGUEIRA et al., 2017).

Para identificacdo da espécie foi utilizada a chave ilustrada de identificacdo das
espécies da subfamilia bambusoideae introduzidas, asiaticas do PEFI (Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, Sdo Paulo, Brasil), baseada em caracteres vegetativos (SHIRASUNA,
2012) (ANEXO ).

Foram coletados os segmentos nodais de ramos secundarios do terco superior do
colmo, que ainda ndo apresentavam brotacdo de suas gemas. No momento da coleta, as
brotacdes selecionadas foram reduzidas a um comprimento de 50 a 100 mm, tendo a parte do
limbo foliar removido e suas bainhas preservadas (NOGUEIRA et al., 2017). Para a coleta das
brotacGes, foi utilizada tesoura de poda previamente esterilizada em alcool 70% (v/v). O
material foi acondicionado em caixa de isopor contendo solucéo aquosa de &cido ascérbico a 1
g L sendo levado imediatamente ao laboratério (PRADO & RUSCH, 2018).

Figura 1 - Origem dos explantes utilizados no cultivo in vitro de Dendrocalamus asper. (a) matriz plantada a
campo. (b) segmento nodal seccionado. (¢) segmentos nodais acondicionados em caixa de isopor.
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3.3 DESINFESTACAO DOS EXPLANTES

Procedeu-se a desinfestagdo dos explantes com base na metodologia adotada por
BRONDANI et al., 2017, com algumas modificacdes. No laboratdrio, as bainhas filiares foram
retiradas com auxilio de bisturi, expondo-se as gemas axilares. A regido foi raspada
cuidadosamente para ndo afetar as gemas. Os segmentos nodais foram entdo imersos em agua
destilada com detergente liquido e lavados com auxilio de uma esponja. Posteriormente, 0s
materiais foram reduzidos ao comprimento de 15 mm e 30 mm. Em seguida foi realizado
tratamento com o fungicida Cercobin — 1 g L™ por 20 minutos e feito enxague com agua
destilada.

Na camara de fluxo laminar, os explantes foram imersos em solucdo de alcool 70%
por um minuto e enxaguados com &gua destilada, deionizada e autoclavada por 3 vezes.
Posteriormente, os mesmos foram imersos em solucdo a 2,5% (v/v) de cloro ativo (NaClO)
acrescida do espalhante adesivo Tween 20 (0,05%, v/v) durante 20 minutos. Em seguida, foram
realizados cinco enxagues com agua destilada, deionizada e autoclavada. Ao final da assepsia,

os explantes foram mantidos em agua destilada, deionizada e autoclavada para inoculagéo.

Figura 2 - Preparo dos explantes de Dendrocalamus asper. (a) Retirada da bainha e exposi¢do da gema dormente.
(b) segmentos nodais seccionados a 15mm e 30mm e raspados na regido de insercdo da bainha para posterior
inoculacéo.
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3.4 PREPARO DO MEIO DE CULTURA E INOCULACAO

O meio de cultura foi preparado seguindo o proposto por MURASHIGE & SKOOG
(1962) (tabela 1), acrescido de 2 mg L™ (8,88 pmol L) de 6-benzilaminopurina — BAP, 100
mg L de Mio-inositol e 7 g L de Agar bacterioldgico, o pH foi ajustado anteriormente a
adicdo do Agar para 5.7+1 com o uso de hidroxido de potassio (KOH) (COSTA et al., 2017).
A adicéo de sacarose foi feita em cinco diferentes concentragdes de acordo com 0s tratamentos
propostos para o experimento (Tabela 2). Foi adicionado 10 ml de meio de cultura em tubos de
ensaio nas dimensdes 20 mm x 150 mm. O material foi esterilizado em autoclave vertical a 121

°C e 1,0 kgf.cm™ de pressdo por 20 minutos.

Tabela 2 — Comprimentos dos explantes e concentragdes de sacarose testados durante o estabelecimento in vitro
de Dendrocalamus asper.

Comprimento do explante Concentracao de sacarose
Tratamentos (mm) (gL

T1 15 0

T2 15 15
T3 15 30
T4 15 45
T5 15 60
T6 30 0

T7 30 15
T8 30 30
T9 30 45
T10 30 60

Na cadmara de fluxo laminar, os explantes previamente desinfestados foram inoculados
(um explante por tubo) em meio de cultura, sob condic¢Oes assépticas. Os tubos foram vedados
com filme PVC e levados para a sala de crescimento, submetidos ao fotoperiodo de 16 horas e

temperatura de 25 + 2 °C.

3.5 ARRANJO EXPERIMENTAL, PARAMETROS E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente ao acaso
(DIC) com arranjo fatorial (2 x 5), sendo testados o efeito de dois comprimentos de explantes
(15 e 30 mm) e cinco concentracdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L-1) sobre o

estabelecimento in vitro de D. asper. Cada tratamento foi composto por 20 repeti¢Ges, sendo
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cada uma delas constituida por um tubo contendo um explante, totalizando 200 tubos de ensaio
em todo o experimento.

O cultivo in vitro deu-se por um periodo de 21 dias, ao final dos quais foram
considerados como estabelecidos, 0s explantes vivos, que ndo apresentavam contaminacgéo e/ou
oxidacgéo e pelo menos um broto e 0s que ndo apresentavam brotos foram considerados apenas
como sobreviventes. A contaminacdo bacteriana foi caracterizada pelo aspecto leitoso ou
transltcido do meio de cultura, com ou sem coloragéo diferenciada, enquanto a contaminacéo
fangicas foi caracterizada pela presenca de esporos e crescimento de micélios
(SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010). Ambas as contaminagdes foram consideradas como uma
s0O variavel. A oxidacao foi caracterizada pelo escurecimento dos tecidos ou do meio de cultura
(SATO, et al., 2001). Avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia, contaminagfes visiveis
causadas por fungos e/ou bactérias, o numero de brotos emitidos por tratamento e a oxidacao.

A anédlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do software SISVAR
(FERREIRA, 1999). N&o atendidas as pressuposicdes, os dados foram transformados em
Vx + 1, em seguida foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) para verificar se houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Os que apresentaram diferenca significativa foram

comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONTAMINACAO E SOBREVIVENCIA

A interacdo entre o comprimento e as concentracdes de sacarose, verificada pelo teste
F, ndo foi significativa (P<0,05) para as variaveis contaminac&o e sobrevivéncia (Tabela 3). No
entanto, quando analisado isoladamente, o comprimento dos explantes e a concentracdo de

sacarose no meio de cultura influenciaram significativamente estas variaveis.

Tabela 3 — Resumo da anélise de variancia (anova) para a contaminagdo e sobrevivéncia em relagdo ao
comprimento dos explantes e concentragdo de sacarose durante a fase de estabelecimento in vitro de
Dendrocalamus asper.

Quadrado Médio

Fontes de Variacao
GL Contaminago® Sobrevivéncia®

Comprimento (C) 1 0,123532* 0,123532*
Sacarose (S) 4 0,537023* 0,134256*
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CxS 4 0,022304" 0.005576"
Residuo 190 5,009928 0.026368

Média real (%) 79,00 21,00
CV (%) 12,23 14,94

*valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F; ™ valor néo significativo ao nivel de 5%

de probabilidade de erro pelo teste F; ) dados transformados por vx + 1 onde x=dado amostrado.

Em todos os tratamentos foi verificada a contaminacdo por fungos e/ou bactérias,
atingindo 79% do total de explantes inoculados (Figura 3). A porcentagem de contaminacao no
cultivo in vitro é influenciada por diversos fatores, sendo a contaminagdo do explante, um
problema sério no estabelecimento de uma cultura priméria, tornando um entrave para a
multiplicacdo (MONFORT, 2015). Os motivos para a incidéncia de fungos podem ser diversos,
como a fonte do material utilizado. Matrizes plantadas a campo tendem a apresentar maior
porcentagem de contaminacdo por micro-organismos, pois ndo ha controle das condi¢des
fitossanitarias (RIBEIRO, 2017). A presenca de micro-organismos endofiticos, embora possa
ser benéfica para as plantas na natureza, torna-se um dos principais limitadores no processo de
micropropagacdo, uma vez que estes ndo sdo eliminados durante o processo de assepsia
superficial (ARAUJO et al., 2015). Outro fator que pode ter influenciado a taxa de
contaminacdo, foi a época de coleta do material propagativo. SINGH, et al. (2011), relataram
uma grande influéncia do periodo de coleta de explantes de D. asper sobre as taxas de

contaminag&o in vitro, sendo de 8,7% nos meses de fevereiro a abril e chegando a 50% de

setembro a dezembro.

Figura 3 — Manifestacdo microbiana durante a fase de estabelecimento. (a) Contaminagéo flngica com origem no
explante. (b) Contaminacdo flngica do meio de cultura e do explante. (¢) Contaminacédo flngica e bacteriana.
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A menor taxa foi verificada quando se utilizou explantes de 15mm na auséncia de
sacarose (T1), onde houve contaminacdo de 55% dos explantes. A maior taxa de contaminagéo
foi observada no T10 (30mm, 60 g L™ de sacarose), onde houve a contaminacdo de 100% dos
explantes (Figura 4). ARAUJO, et al (2015) obtiveram para essa mesma espécie, 73,08% de
contaminacéo. Valores semelhantes foram encontrados por BAVARESCO et al., (2017), que
em experimento com explantes de Eucalyptus citriodora removidos de plantas a campo,
obtiveram indices de contaminacdo variando de 45 a 87% nos diferentes tratamentos
empregados.

A porcentagem de contaminagdo foi menor quando utilizados explantes de 15 mm
(73%), enquanto que os explantes de 30 mm apresentaram contaminacdo em 85% dos
tratamentos. Sendo esta diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. GRATTAPAG LIA & MACHADO, (1998), explicam que em geral, quanto
maior o tamanho do explante, maiores também sdo as possibilidades de sobrevivéncia e
capacidade de crescimento. Entretanto, aumentam também as possibilidades de contaminagéo
microbiana devido a introducdo de maior volume de material possivelmente contaminado no

meio de cultivo.
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Figura 4 — % de contaminacao e sobrevivéncia em fun¢do do comprimento do explante e da concentracdo de
sacarose.

Valores inversos a contaminacgdo foram detectados para a porcentagem de explantes
sobreviventes, pois a oxidagéo néo influenciou a sobrevivéncia e o estabelecimento (Tabela 4).
Para algumas espécies de bambus, a oxidacdo ndo causa mortalidade nem prejudica a
multiplicagdo e o enraizamento dos explantes, ndo inviabilizando, portanto, as fases

subsequentes do cultivo in vitro (RIBEIRO, 2017). Tal fato pode explicar a auséncia de
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antioxidantes em meios de cultura em diferentes trabalhos sobre micropropagacéo de bambu,
como o Polivinilpirrolidone — PVP, muito comum em protocolos de micropropagacao para as
mais variadas espécies vegetais. Outra questdo importante a ser considerada € o metabolismo
sazonal de compostos fenolicos, que pode variar significativamente conforme a época do ano
(BRITO et al, 2017). Para outras espécies de bambu, os autores constataram que no inicio do
periodo primavera-verdo os teores desse metabolito sdo baixos. Muito provavelmente o fato se
aplica também ao D. asper, considerando que o material foi coletado no inicio da primavera
para realizacdo do presente experimento.

Com relacdo a sacarose, foi verificado o aumento da contaminagdo e consequente
reducdo do nimero de explantes sobreviventes quando se aumentou a concentracdo desse
carboidrato no meio de cultura. Sendo registrado o menor percentual de contaminacdo na
auséncia de sacarose (60%) e o maior percentual quando utilizado 60 g L™ (95%), com diferenca
significativa entre os varios tratamentos (Tabela 5). Resultados semelhantes foram encontrados
por RIBEIRO et al, (2016), onde a menor contaminagdo ocorreu na auséncia de sacarose em
trabalho com B. vulgaris. Segundo AGRA et al., (2010) a sacarose € utilizada nas reagdes
qguimicas e como constituinte celular dos micro-organismos que encontram também,

temperatura e atmosfera favoraveis ao desenvolvimento.

Tabela 4 — Porcentagem de contaminacdo (Cont.) e sobrevivéncia (Sob.) em relacdo ao comprimento dos explantes
durante a fase de estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper.

Comprimentos Contaminacao Sobrevivéncia
15 mm 73a 27 a
30 mm 85b 15b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

Tabela 5 — Porcentagem da contaminacdo (Cont.) e sobrevivéncia (Sob.) dos explantes em relagdo a concentracéo
de sacarose (em gramas) do meio de cultura durante a fase de estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper.

Concentracdo de Sacarose Contaminacéo Sobrevivéncia
0 60,0 a 40,0 a
15 70,0ab 30,0ab
30 825abc 175abc
45 875 bc 125 bec
60 950 ¢ 050 ¢

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.
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4.2 NUMERO DE BROTOS

Para andlise estatistica, foram considerados apenas os brotos formados pelos explantes
isentos de contaminagdo, uma vez que a presenca de micro-organismo inviabiliza a utilizacéo
do material.

A interacdo entre os fatores foi significativa (P<0,05) para a média de brotos emitidos
por tratamento aos 21 dias do inicio do cultivo (Tabela 6). O nimero de brotos por explante
estabelecido variou entre 1 e 3 nos diferentes tratamentos (Figura 5). Foram emitidos um total
de 6 brotos nos tratamentos T1 a T5, cujo comprimento dos explantes era de 15mm. Ja nos
tratamento T6 a T10, em que se utilizou explantes de 30mm, foram produzidos um total de 30
brotos. Isso demonstra que tamanhos reduzidos de explantes apresentaram uma capacidade

limitada de emissao de brotos em relacdo aos explantes maiores.

Tabela 6 — Resumo da analise de variancia (anova) para o nimero de brotos por tratamento em relacdo ao
comprimento dos explantes e da concentragdo de sacarose durante a fase de estabelecimento in vitro de
Dendrocalamus asper.

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio®
Comprimento (C) 1 0,332085*
Sacarose (S) 4 0,048312*
CxS 4 0,076141*
Residuo 190 0,042468
Média real (%) 18,00
CV (%) 19,34

*valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F; ® dados transformados por vx + 1 onde

x=dado amostrado.

Figura 5 — NUmero de brotos aos 21 dias de estabelecimento de Dendrocalamus asper. (a) Segmento nodal de
15mm em meio de cultura sem sacarose. (b e ¢) Segmentos nodais de 30mm em meio de cultura sem sacarose. (d)
Segmento nodal de 30mm em meio de cultura contendo
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O pior cenéario foi encontrado para os Tratamentos T1 e T10, onde nenhum broto foi

produzido (Figura 6).

O melhor resultado foi encontrado no T6, em que se utilizou explantes de 30mm na

auséncia de sacarose, onde 6 dos 20 explantes foram capazes de produzir um total de 11 brotos.
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Figura 6 — Numero de explantes contaminados, sobreviventes sem broto e estabelecidos (com broto) em cada
tratamento durante o estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper.

Considerando o fator comprimento dentro de cada nivel de sacarose, verificou-se

diferenca significativa para as concentragdes 0 e 15 g L™ (Tabela 7). Nos dois casos, explantes

com 30mm de comprimento apresentaram as melhores médias de emissdo de brotos (T6 e T7).

Resultados semelhantes foram obtidos por BRONDANI et al., (2017), quando adotaram como

estratégia para reducdo de contaminacéo, a reducao do tamanho dos explantes de D. asper e B.

vulgaris, e observaram que a capacidade de desenvolvimento tornou-se limitada ou até mesmo

sem inducdo de brotacdes.
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Tabela 7 — Resumo da analise de variancia (anova) para o nimero de brotos por tratamento, considerando o
desdobramento de comprimento dentro de cada nivel de sacarose.

Fontes de Variagdo GL Quadrado Médio®
Comprimento/ Og 1 0,343498*
Comprimento/ 15¢g 1 0232545*
Comprimento/ 30g 1 0,020413"
Comprimento/ 45¢ 1 0,020413™
Comprimento/ 60g 1 0,004289"
Residuo 190 0,042562

*valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F; ™ valor ndo significativo ao nivel de 5%

de probabilidade de erro pelo teste F ) dados transformados por vx + 1 onde x=dado amostrado.

Fica evidenciado que o comprimento do explante foi determinante para a formacéao de
brotos. O mesmo foi observado por (SOUZA et al., 2007), onde explantes de Eugenia uniflora
L. (Pitangueira) medindo 15mm apresentaram maiores porcentagens de estabelecimento em
relagdo aos comprimentos de 5mm e 10mm. O autor considera que o resultado provavelmente
estd relacionado com a maior quantidade de reservas presentes nos explantes maiores, que
seriam utilizadas para a formacéo de novas brotacées, pois o desenvolvimento se da através de
divises celulares e requer substancias de reserva presentes no material.

Considerando o fator sacarose dentro de cada nivel de comprimento, verificou-se que
para 0 comprimento de 15mm, todas as concentra¢cdes de sacarose conduzem a uma mesma
capacidade de formacéo de brotos, pois as médias dos tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (Tabela 8).

No caso dos explantes de 15mm, apesar do T1 (0 g L de sacarose) néo ter apresentado
média estatisticamente distinta em relacdo aos demais tratamentos, é necessario considerar que
este obteve o maior nimero de explantes sobreviventes, onde 9 deles permaneceram viaveis ao
final dos 21 dias de cultivo, contudo, nenhum foi capaz de emitir brotos nesse periodo. E
possivel que a combinacdo da auséncia de sacarose com explante reduzido tenha resultado na
incapacidade de emissdo de brotos. O baixo nimero de explantes estabelecidos nos demais
tratamentos foi influenciado pelas elevadas taxas de contaminagdo. O fato pode ser explicado
pela questéo da fonte exdgena de energia fornecer esqueletos de carbono para a biossintese dos
componentes estruturais e funcionais, tanto do explante quanto do agente contaminador
(CALDAS et al., 1998; RIBEIRO et al., 2016).
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Para o comprimento de 30mm, houve diferenca significativa entre os tratamentos
(Tabela 8), onde foi produzido uma média de 0,55 brotos por explante no tratamento 6 e média

de 0,0 brotos no tratamento 10. Os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente.

Tabela 8 — Média do nimero de brotos por explante em funcéo do efeito da concentragdo de sacarose do meio de
cultura sob os diferentes comprimentos de explante utilizados durante a fase de estabelecimento in vitro de
Dendrocalamus asper.

Concentracédo de Sacarose (g) 15 mm 30 mm
0 0,00a 0,55a
15 0,05a 0,45ab
30 0,10a 0,25ab
45 0,10 a 0,25ab
60 0,05a 0,00 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.
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Figura 7 — Média do nimero de brotos emitidos em funcdo da concentragdo de sacarose e do comprimento dos
explantes durante o estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper.

Com relacdo a sacarose, muitos autores relataram o efeito desse carboidrato no
desenvolvimento das plantulas in vitro. MONFORT, et al. (2015), verificaram que a auséncia
de sacarose proporcionou efeito negativo sobre o numero, comprimento, matéria seca da
brotacdo e nimero de raizes de Ocimum selloi (Atroveran). Porém, os mesmos autores afirmam
que as altas concentracdes contribuem para 0 menor desenvolvimento das plantulas in vitro,
pois aumentam o efeito osmaético do meio de cultura prejudicando a absor¢do de nutrientes.
DIAS, et al. (2007) observaram que a auséncia da fonte de carbono interfere no
desenvolvimento in vitro da cana de agucar, porém as concentracdes podem ser reduzidas sem

prejuizos para o desenvolvimento de apices caulinares.
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Tratamentos com maiores concentragdes de sacarose apresentaram maiores niveis de
contaminacdo influenciando na média de brotos, no caso do T10 (30mm, 60 g L™ de sacarose),
nenhum broto foi considerado devido a contaminacao de 100% do tratamento (Figura 7). Micro-
organismos competem por nutrientes e compostos energéticos com o explante, prejudicando o
crescimento e desenvolvimento dos tecidos inoculados in vitro, podendo até mesmo leva-los a
morte (BRONDANI et al., 2017). Deste modo, pode-se inferir que o melhor resultado
encontrado no T6, em que se utilizou explantes de 30mm na auséncia de sacarose, deve-se a
uma compensacdo da auséncia do carbono exdgeno pelas reservas presentes no explante. O
crescimento de micro-organismos foi limitado por ndo haver uma fonte de energia prontamente
disponivel e mesmo assim, houve reserva nutricional do explante que pdde ser utilizada para a

formacéo de novos tecidos.



36

5. CONCLUSAO

O comprimento do explante e as concentragfes de sacarose influenciaram no
estabelecimento de Dendrocalamus asper.

A menor contaminacdo e maior sobrevivéncia foi observada no tratamento com
explantes de 15mm na auséncia de sacarose.

O maior nimero de brotos foi obtido no tratamento com explante de 30mm na auséncia

de sacarose.
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ANEXO |

CHAVE ILUSTRADA DE IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DA
SUBFAMILIA BAMBUSOIDEAE INTRODUZIDAS, ASIATICAS DO PEFI,
BASEADA EM CARACTERES VEGETATIVOS (SHIRASUNA, 2012)

1. Rizomas 1eptomOrfos........ccoecviiiiieecc e

1°. Rizomas paquimorfos ) v
2. Colmos 1-3(-5,5)m altura, cilindricos, desprovidos de sulco; folhas do colmo per3|stentes
ramos complementares do médio-colmo 1(-3) por

................................................ Pseudosasa japonica N\ Vi

2°. Colmos 5-12m altura; com sulco evidente; folhas do colmo caducas ramos complementares
do médio-colmo 2 por
4 F USSP 3. Phyllostachys
3.Laminas dos ramos de cor verde uniforme
(CONCOIOIES) .. bbbttt b bbbt P. aurea

3. Laminas dos ramos de cor verde com estrias amarelo-esbranquicadas
(VAMEYAAA) ...

............................ P. aurea cultivar’albovariegata’. B8
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4. Colmos 1-3,5m altura; diametro 1cm; entren6 c. 15cm compr.; ldminas dos ramos linear-
lanceoladas 5-11x0,4-

............................................. Sinarundinaria falcata .
4’. Colmos 4-30m altura; diametro 1,5-15cm; entren6 25-50cm compr.; laminas dos ramos 7-
35x0,7-

3101 1 1 T PP PR PP PP 5}
5. Colmos 15-30m altura; didmetro do colmo (-6)13-30cm; laminas do colmo reflexas e
geralmente deCiAUAS.........ccvieriecre e e 6. Dendrocalamus
5°.Colmos 4-18m altura; diametro do colmo 4-18cm; laminas do colmo sempre eretas e
PISISTEINTES. ...ttt bbbttt e b b n e 7. Bambusa
6. Colmos 15-30m altura; entrends jovens basais com pubescéncia prateada a dourada; bainha
do colmo com tricomas curtos, sedosos castanho-
claros

6’. Colmos 20-25m altura, entrends jovens basais glabros, verdes; bainha do colmo com
tricomas urticantes, castanho-

B CUI DS, L e

4

7. Colmos 4-7(-9)m altura, didmetro 1,5-2,5(-4)cm; apice do colmo péndulo; ramos

complementares subiguais ou 0 central ligeiramente

dominante........ccoevvvvinieenenec e B.multiplex
7°. Colmos 7-18m altura, didmetro 3-10cm; apice sub-ereto ou ligeiramente inclinado; ramos

complementares 1-3 dOMINANTES..........ciuiiiieiiieiie e re e eabeenreas 8
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8. Entren6 do colmo totalmente verde, bainha da folha do colmo com tricomas densos,
urticantes, castanho-escuros; bainha da folha do ramo com tricomas esparsos, concentrados no

apice, castanho-escuros, fimbrias apicais

..................................... B. vulgarisi

8’.Entrend do colmo amarelo com estrias verdes, bainha da folha do colmo com tricomas densos,
urticantes, castanho-escuros; bainha da folha do ramo com tricomas esparsos, concentrados no
apice, castanho-escuros, fimbrias

.............. B. vulgaris cultivar vittata - .
8”. Entreno do colmo totalmente verde; balnha da folha do colmo com tricomas esparsos castanho-
escuros a g Labra, bainha da folha dos ramos g Labra a totalmente pilosa; fimbrias 1-10mm compr

9. Colmos ndo ramificados na base; folha do colmo com auriculas; fimbrias nulas; bainha da folha
do ramo totalmente pilosa; l&mina da folha do ramo g Labra em ambas as
B. beecheyana

........................ f“h »

9°. Colmos densamente a pouco ramlflcados desde a base, folha do colmo com auriculas; fimbrias
presentes; bainha da folha do ramo g Labra; ladmina da folha do ramo
AT [0 - TSSO 10
10.Colmo densamente ramificado na base; fimbrias 5-8mm
B.dissimulator
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11. Ligula interna da folha do colmo fortemente assimétrica; fimbrias da folha do ramo brancas 4-

[as
11°. Ligula d

vinaceas 1-3mm
B. tuldoides




