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RESUMO

O bambu é uma planta florestal com grande variedade de usos. E propagado convencionalmente
por divisdo de touceiras, estacas do colmo, ou propagagdo via semente. Porém estes métodos
apresentam dificuldades como a necessidade de um grande nimero de material vegetal e méo-
de-obra, ou muitos anos de espera até o florescimento e formacao de sementes. Sendo assim, a
micropropagacdo ganha importante destaque, pois proporciona alto rendimento de mudas
sadias. No entanto, a contaminacgdo bacteriana e fungica in vitro sdo entraves quando se visa
micropropagar explantes originados do campo, sendo necessario otimizar os protocolos de
assepsia. Entre as diversas espécies de bambu, o Dendrocalamus asper, de importancia
econbmica, ambiental e social, pelo seu crescimento rapido, madeira de boa qualidade e
sequestro de carbono. O presente trabalho teve como objetivo a introducdo in vitro de
Dendrocalamus asper, a partir de segmentos nodais. Os explantes foram coletados na Fazenda
experimental Canguiri e levados ao Laboratério de Micropropagacdo de Plantas da
Universidade Federal do Parana, Curitiba. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualisado (DIC), composto por 13 tratamentos: Amoxicilina, Canamicina e
Cefotaxima sodica em diferentes concentragdes (0,2; 0,4 e 0,8%), PPM™ (4ml/L, 6ml/L ¢
8ml/l) e o Tratamento Controle. Cada tratamento era composto por 4 repeti¢des de 6 tubos cada,
totalizando 24 tubos por tratamento, contendo meio MS sélido acrescido de 15uM de BAP. Os
resultados foram submetidos a ANOVA pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Houve
diferenga significativa para os tratamentos de 6ml/L ¢ 8ml/L de PPM™, que se mostraram
superiores aos demais tratamentos. Através das imagens, € possivel notar diferencas qualitativas
entre os tratamentos e a grande incidéncia de contaminacdo bacteriana e dificuldade de
obtencdo de culturas assépticas, sugerindo a presenca de bactérias enddgenas. E, portanto,

necessario aprimorar protocolos de desinfestacdo para o material coletado.

Palavras-chave: Bambu. Micropropagacdo. Contaminacdo. Assepsia.
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1. INTRODUCAO

O bambu é uma planta comumente encontrada na Asia, Africa e Américas. E amplamente
utilizado pelo homem ha varios séculos para diversos fins: na industria de celulose e papel, para
fabricacdo de pisos laminados, movelaria, carvdo, paisagismo, jardinagem, construgao civil,
artesanato, tecidos, forragem animal, drenagem, confeccdo de tubos para irrigagéo,
instrumentos musicais, ferramentas, produtos medicinais, alimentacdo humana a partir dos
brotos, bebidas, ou ainda como fonte de bioenergia (ARAUJO et al., 2015).

A nivel de Brasil, € no Acre onde se localiza a maior reserva nativa de bambu do mundo,
porém, seu uso é ainda pouco difundido no pais, devido a falta de conhecimentos tecnol6gicos
e de mdo de obra especializada para o seu manejo (PRATES, 2013). Portanto, para que o bambu
seja uma alternativa viavel para seus diversos usos, € de suma importancia que se desenvolvam
estudos sobre seu manejo e propagacéo.

De acordo com Kleine (2005), existem mais de 230 espécies nativas do Brasil, embora o
mercado se limite a comercializar poucas espécies exéticas. E possivel notar uma demanda
reprimida de produtos por falta de oferta, sendo os principais usos no Brasil voltados para a
indUstria de celulose e papel, movelaria, artesanato, construcéo civil, jardinagem e culinéria.

Dentre as espécies conhecidas e cultivadas no Brasil, o Dendrocalamus asper, também
conhecido como bambu gigante, é uma espécie amplamente utilizada por prover fibra, madeira,
bioenergia, instrumentos musicais, artesanato e alimento (a partir dos brotos) em paises como
China, Tailandia, Malasia, Indonésia e Filipinas (SINGH, 2011). No Brasil, os brotos de D.
asper sdo utilizados para alimentacdo, e sua madeira para construcdo civil, artesanato,
laminados, carvdo vegetal combustivel e carvao vegetal ativo, papel e celulose, culinéria, entre
outros (KLEINE, 2005).

Sabe-se que existem diferentes técnicas de propagacao de bambu, tais como propagacao via
sementes, desdobramento de touceiras, enraizamento de estacas ou pedacgos de colmos e ramos,
(FONSECA, 2007) e a micropropagacdo. A propagacao de bambu por segmentos nodais é um
método tradicional, porém requer muita méao-de-obra e grande nimero de plantas matrizes
(NADHA et al., 2012).

E visto que essas técnicas classicas sdo inconvenientes para propagacdo em grande escala,
devido a grande demanda de material biologico e méo-de-obra. Portanto, a micropropagacéo se
mostra como alternativa mais vidvel para a propagacdo de plantas de bambu (MUDOI, et al.,
2013). Os desafios encontrados na micropropagagdo comegam na assepsia, pois no caso de

segmentos nodais, estes apresentam patdgenos enddégenos quando trazidos do campo,



dificultando a introducéo in vitro sem contaminagdo. Em muitas pesquisas, se tem relato de
aparecimento persistente de contaminacgdo bacteriana nas culturas, e falha dos procedimentos
de esterilizacdo superficial para produzir culturas assépticas, relatando este como um grande
problema com as plantas lenhosas (NADHA et.al, 2012).

Devido a isso, um bom protocolo de assepsia se faz necessario, uma vez que para 0 Sucesso
de técnicas de cultivo in vitro, primeiramente se deve estabelecer com sucesso a cultura in vitro.
A conservacdo in vitro do bambu ainda é pouco explorada, havendo a necessidade de
estabelecer protocolos eficientes para a desinfestacdo de explantes, a multiplicacdo de brotos e
a conservacéo da colecdo (GENEROSO, 2014).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Micropropagar segmentos nodais de Dendrocalamus asper.

2.2 Objetivos Especificos

- Coletar segmentos nodais de Dendrocalamus asper a fim de promover estudos
relacionados a propagacdo in vitro;

- Otimizar protocolo de assepsia;

- Introducéo in vitro dos explantes;

- Controle dos contaminantes bacterianos e flngicos in vitro a partir do uso de
antibioticos e biocidas;

- Comparar tratamentos e avaliar qual ou quais sdo mais efetivos no controle de
desenvolvimento microbiano;

- Sugerir, a partir dos resultados obtidos, possiveis estratégias de assepsia e
estabelecimento in vitro de D. asper, contribuindo para a propagacéo da espécie;

- Obter brotos de D. asper.

3. JUSTIFICATIVA
Por se tratar de uma planta predominantemente tropical, perene, renovavel e que produz
colmos anualmente sem a necessidade de replantio, o bambu apresenta um grande potencial

agricola. Além de ser um eficiente sequestrador de carbono, apresenta excelentes caracteristicas



fisicas, quimicas e mecénicas. Pode ser utilizado em reflorestamentos, na recomposicao de
matas ciliares, e também como um protetor e regenerador ambiental, bem como pode ser
empregado em diversas aplicacGes ao natural ou apds sofrer um adequado processamento
(PEREIRA, 2012).

O Brasil possui a maior biodiversidade de bambus da América e uma das maiores do mundo,
com cerca de quatro milhGes de hectares de florestas somente na Amazonia, e mais de 230
espeécies nativas do Brasil em praticamente todas as regides (DINIZ, 2016).

Por se tratar de uma espécie com diversas finalidades, desde papel e celulose até construgédo
civil, indastria farmacéutica, bioenergia, entre outros, e adaptada ao clima brasileiro, € de suma
importancia que se desenvolvam métodos para manejo e produgdo de plantas sadias,
padronizadas e em grande escala. O resultado disso sera uma maior oferta de produtos ao
mercado que se encontra em expansao, podendo suprir e criar novas demandas.

Quando se trata da propagacdo de bambu, a mesma encontra desafios como o tempo de
florescimento de algumas espécies, que pode ser de 120 anos, inviabilizando a propagacédo por
sementes (DINIZ, 2016). Portanto, a micropropagacdo tem papel fundamental para garantir a
obtencdo de mudas padronizadas para um mercado exigente. Buscando evitar a variabilidade
genética das espécies, facilitar o manejo e viabilizar a producdo comercial (ALMEIDA et al.,
2013).

Como a cultura do bambu encontra problemas no cultivo in vitro devido a contaminagao
microbiana do material, o estabelecimento de um protocolo onde os explantes reduza ou extinga
a contaminacdo é de grande ajuda no estabelecimento e multiplicagdo in vitro de
Dendrocalamus asper.

Logo, em funcéo da precariedade de informacdes para a propagacéo in vitro de D. asper,
torna-se necessario o desenvolvimento de protocolos eficazes para a introducdo in vitro e

posterior sucesso na micropropagacao de bambu (ALMEIDA et al., 2013).

4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 Bambu

Originarios da Asia (62% das espécies conhecidas), mas comumente encontrados também
na Africa (4%) e Américas (34%), os bambus sdo plantas perenes, da familia Poaceae, e

subfamilia Bambusoideae. Existem cerca de 1250 espécies de bambus, divididas em mais de
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90 géneros, espalhados pelo mundo, sendo entre as latitudes 47°N e 47°S a regido mais
favoravel ao cultivo do bambu, o que inclui o Brasil na sua totalidade (KLEINE, 2005).

Bambus sdo plantas versateis, resistindo desde temperaturas negativas, a climas tropicais.
Sdo variadas também no seu crescimento, podendo ser uma pequena graminea ou chegar a
extremos de 40 metros de altura. Além disso, seus tons variam de acordo com a espécie, e
podemos encontrar plantas violeta, azul, preto, vermelho, sendo as mais comuns nas cores verde
e amarelo. (VASCONCELLOS, 2010).

O estado do Acre tem a maior reserva nativa de bambu do mundo, porém sua exploracao
ainda ¢ limitada, o que ocorre devido a falta de conhecimentos tecnoldgicos e de méo de obra
especializada para o seu manejo (PRATES, 2013).

Devido ao potencial do Brasil na producdo de bambu, foi instaurada a Lei n® 12.484 de 8
de setembro de 2011, da Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do
Bambu (PNMCB), através de acdes governamentais e empreendimentos privados, procurando
destinar o0 manejo das formacdes nativas e o cultivo de bambu voltado para a producéo de
colmos, extracdo de brotos e obtencdo de servicos ambientais, bem como a valorizacdo desse
ativo ambiental como instrumento de promocao de desenvolvimento econémico regional e
valorizacdo do bambu como espécie agro-silvo-cultural.

Em relacdo a outras madeiras de uso econdmico, algumas espécies de bambu apresentam
maior producao de biomassa por ano, com a vantagem de poder ser colhido anualmente a partir
do quinto ano, e por tempo indeterminado sem novos plantios quando o manejo é eficiente
(KLEINE, [ca. 2005]). O bambu é uma planta sustentavel e economicamente viavel para quem
a cultiva, havendo também a possibilidade de consoércio com outras culturas por um longo
periodo de tempo, e sem necessidade de grandes equipamentos. Além disso, existe um mercado
em crescimento para a madeira, sendo substituta das atuais madeiras na confeccdo de moveis
de luxo (DINIZ, 2016).

Kleine [ca. 2005] mostra resultados de uma pesquisa comparativa entre bambu, eucalipto e
pinus, onde podemos observar vantagens em valores quantitativos da producdo de biomassa em
relagdo ao tempo: o bambu dispensa replantio por mais de 100 anos, e que novos brotos surgem
espontaneamente a cada ano. O pinus é replantado a cada corte, sendo este realizado a cada 15
ou 20 anos. O eucalipto, por sua vez, rebrota ap0s o corte que € feito aos 7 anos, mas deve ser
replantado depois de até 4 ciclos (28 anos) quando destinado a celulose. A colheita do bambu
pode ser feita bianualmente nos casos de serem destinados para papel e celulose, e anualmente

para outros fins, contra sete anos do eucalipto e 15 anos ou mais para o0 pinus. Em questdes de
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produtividade, bambu e eucalipto sdo semelhantes, e ambos equivalem ao dobro da
produtividade do pinus.

Como desvantagem do bambu sobre o pinus e eucalipto, Kleine [ca. 2005] cita a presenca
de silica e amido, que ndo sdo desejaveis no processo de fabricacdo de celulose, mas podem
facilmente ser removidas com tecnologia simples. A silica é ainda responsavel por
comprometer mais rapidamente a lamina dos instrumentos de corte.

Conforme Bahtiar et al. (2012), o plantio de Dendrocalamus asper é uma das melhores
maneiras para minimizar os impactos do aquecimento global. Segundo os autores, quantidades
substanciais de carbono estdo sendo armazenadas nas florestas de bambu da China, e existem
projetos em andamento para aumentar de 727 milhGes de toneladas em 2010 para
aproximadamente um bilhdo de toneladas em 2050, ou cerca de 40% em 40 anos (INBAR,
2014).

Segundo Kleine (2005), bambu é um material amplamente utilizado pelos povos indigenas
e da Asia, e sua imagem é associada a produto ecoldgico devido ao sequestro de carbono e
dispensa nos usos de adubos, agrotoxicos e equipamentos pesados. Essa planta € ainda utilizada
em matas ciliares para combate da erosdo, em margeamento de rodovias proporcionando
sombra e sem risco de queda sobre a estrada, e ainda como amortecedor de impactos para

veiculos que podem vir a bater, sem causar 0 mesmo impacto que uma arvore.

4.2 Caracteristicas gerais

O bambu, também conhecido como taquara ou taboca pelos indios, € uma das plantas
mais difundidas do planeta, seja por sua beleza ou multiplicidade de usos, ou adaptabilidade a
variados climas. E uma planta lenhosa, monocotiledonea e angiosperma. Pode ser ornamental
e pequena, enfeitando jardins e vasos, ou gigante com até 30 centimetros de diametro e 30
metros de altura. As plantas sdo formadas por colmos, na parte aérea e rizomas e raizes na parte
subterranea. Seus colmos sdo cilindricos, geralmente ocos, muito resistentes e flexiveis,
formados por nds e entre-nds de material lenhoso, com superficie externa lisa, e sem casca.
Seus galhos e folhas formam-se no tergo superior dos colmos e sdo leves (KLEINE, 2005).

De acordo com Pereira (2012), os bambus possuem crescimento rapido, atingindo sua
altura méxima aos seis meses e maturidade em trés anos. Seu didmetro ndo aumenta durante
esse crescimento, pois ja nasce com seu diametro definitivo, e segue afinando da base até a
ponta. Passado esse periodo de crescimento, o colmo passa para o processo de amadurecimento

gue dura até cerca de trés anos, onde sua resisténcia mecanica sera desenvolvida.
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O rendimento florestal é excelente e chega a 40 ton/ha/ano, assemelhando-se ao eucalipto.
Em contrapartida, sua propagacgéo é espontanea, dispensando plantio por mais de 100 anos na
mesma area. Além disso, novas mudas podem surgir de colmos enterrados, uma vez que se

formam gemas nos diversos nds de cada colmo (KLEINE, 2005).

4.3 Dendrocalamus asper

O género Dendrocalamus se caracteriza por plantas tropicais, onde se conhecem 83
espécies que crescem naturalmente na india e no sul da Asia. D. asper € um bambu ornamental,
nativo na China e comumente plantado na Tailandia, Vietnd, Malésia, Indonésia e Filipinas
(SINGH, 2011).

Semelhante ao Dendrocalamus giganteus, o D. asper é conhecido como bambu gigante,
ou bambu balde, sua madeira € resistente e flexivel, de crescimento rapido. Seus colmos chegam
a crescer de 20 a 30 metros de altura e 8 a 20 centimetros de diametro na base (PEREIRA e
BERALDO, 2007). Seus principais usos sdo para alimentacdo através de brotos comestiveis,
fibra, madeira, biocombustivel, construc6es diversas, instrumentos musicais, artesanato, entre

outros, apresentando ainda alto potencial como regenerador ambiental (MOGNON, 2015).

4.4 Cultivo in vitro de plantas

No Brasil, a cultura de tecidos esta relacionada ndo apenas a laboratorios académicos,
mas também as empresas privadas, que se destacam pela clonagem de mudas de importancia
econdmica como cana-de-agUcar, plantas madeireiras e floriferas. A micropropagacao
movimenta bilhdes de ddlares em todo mundo, aquecendo os mercados e promovendo criagdo
de novos laboratérios, empregos, tecnologias e patentes, gerando plantas resistentes,
produtivas, dentro de uma visdo mais moderna e dindmica do agronegocio internacional (CID,
2004).

Inicialmente, a cultura in vitro requer espaco reduzido e independe de fatores climaticos
e épocas do ano. Estima-se que 10m2 de prateleiras sdo suficientes para cultivar 20mil plantas
a serem aclimatadas produzindo, portanto, maior numero de plantas que o método de
multiplicacdo tradicional, com qualidade genética e fitossanitaria. Este melhor aproveitamento
de espaco e tempo sdo interessantes para industrias no geral, mas principalmente madeireiras e
papel e celulose (MALAJOVICH; MANN, 2011).

Apesar de ser possivel a propagacdo sexuada de uma planta, a propagacao vegetativa

tem suas vantagens por se tratar de uma técnica simples e rapida, produzindo mudas em espaco
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reduzido e com uniformidade do estande, mantendo ainda as caracteristicas genéticas da planta
matriz (HARTMANN&KETER, 1981).

A técnica da micropropagacdo consiste na reproducéo assexuada ou vegetativa, onde as
plantas serdo idénticas a planta matriz e entre si, ou seja, serdo clones. Isso € possivel devido a
totipoténcia das células, que € a capacidade de uma célula regenerar réplicas do organismo do
qual ela deriva. Sendo assim, células vegetais sdo autbnomas e tém a potencialidade de
regenerar plantas, desde que submetidas a tratamentos adequados (KERBAUY, 1999). Essa
capacidade é restringida em animais, e nas plantas permite a sobrevivéncia em condicdes
ambientais desfavoraveis ou apds ataques de herbivoros, pragas e patégenos (MALAJOVICH,;
MANN, 2011).

De acordo com Malajovih; Mann (2011), gracas a totipotencialidade, qualquer célula
vegetal pode originar um novo organismo, sendo possivel extrair pequenos fragmentos de
tecidos retirados de diversas partes da planta, como folhas, raizes, segmentos nodais, gemas
axilares, gemas florais ou apicais. No entanto, o padrdo de determinacdo das células de cada
tecido ou Orgdo sdo variaveis, podendo ser mais ou menos responsivos a inducdo da
morfogénese in vitro. Geralmente, quanto mais diferenciado for o tecido do explante utilizado,
maior sera sua determinagéo e menor a resposta & indugo.

A diferenciacdo celular depende de pelo menos trés fatores: fator genético;
caracteristicas originadas durante a ontogénese, que é a origem do desenvolvimento de um
organismo, onde essas caracteristicas tendem a se manter estaveis ou permantentes; e
caracteristicas cuja expressdo depende apenas do ambiente (KERBAUY, 1999).

Durante a morfogénese, ou seja, a regeneracdo da planta, existe a diferenciagdo e
especializacdo das células em tecidos e 6rgdos. A morfogénese pode ser por via direta ou
indireta. E direta quando ha diferenciacio de meristemas apicais, ou seja, as plantas regeneradas
sdo idénticas a planta matriz e rediferenciacdo de células de outros tecidos organizados. Pode
ser indireta quando ha a rediferenciacdo de células de qualquer tecido em calos, ou
diferenciacéo das células do calo em meristemdides, ou ainda diferenciacdo dos meristemaoides
em 6rgdo ou planta completa (RODRIGUEZ, 1987).

Dentro da diferenciacdo celular, temos a competéncia e determinagéo celular, que séo
conceitos que se interagem. A competéncia € a capacidade da célula em seguir uma rota
morfogénica especifica, enquanto a determinagdo ¢ o grau de “comprometimento” da célula
com a rota morfogénica, e o estado determinado € estavel e pode ser transmitido de forma
intacta durante muitas gerac@es celulares, chamada de heranca somaética, que nada mais é que

a manutencao via mitose das caracteristicas induzidas. Neste ponto, € implicito que certas
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respostas especificas de diferentes partes da planta sdo determinadas pela competéncia das
células-alvo, onde os horménios por si sé ndo controlam o padrdo de diferenciacdo celular
(KERBAUY, 1999).

No presente trabalho, houve a cultura de segmentos nodais de bambu, sendo coletados
explantes contendo gemas laterais isoladas de segmentos de caule. Cada gema se desenvolve
para formar uma brotagdo (GUERRA; NODARI, 2006).

4.5 Meio de cultura

De acordo com Malajovich (2015), um dos meios mais utilizados é o0 MS (Murashige &
Skoog, 1962), uma mistura complexa de sais complementada com vitaminas, a qual se
acrescentam sacarose e agar, podendo ainda acrescentar auxinas (IAA) e citocininas de modo a
gerar um meio completo para o crescimento dos cultivos de tecidos vegetais. Os
macronutrientes sdo fornecidos na forma de sais, contendo nitrogénio, potassio, fosforo, célcio,
enxofre e magnésio, em quantidades milimolares.

Os micronutrientes, tidos nas solugdes em quantidades micromolares, séo ferro,
manganés, zinco, boro, cobre e molibdénio. A concentracdo 6tima de cada nutriente varia de
acordo com a espécie (QUISEN; ANGELO, 2008). Na Tabela 2 é possivel verificar os
componentes e concentracdes utilizados para a micropropagacdo dos explantes nodais de
bambu.

Os macro e micronutrientes sdo adicionados, completando o volume desejado com &gua
destilada. Esse conteudo é transferido para um Becker de 1 litro, adicionando 30g de sacarose.
Apbs a solubilizacao da sacarose, mede-se o pH do meio, que deve ser 5,8. A cada litro de meio,
sdo adicionados 69 de agar bacterioldgico para meio MS sélido, e se forem usados em tubos de
ensaio ou frascos, levar o liquido para fundir no microondas, mexendo a cada 2 minutos, por 6
minutos, dependendo da poténcia do microondas. Apds a ebulicdo do liquido, o material pode
ser vertido nos tubos ou frascos, ser devidamente tampado e levado para esterilizacdo em
autoclave por 20 minutos a partir do momento que atingir a temperatura de 120°C/ 1atm. O &gar
derrete quando a temperatura passa de 90°C e solidifica quando a temperatura € inferior a 50°C
(MALAJOVICH, 2015).

4.6 Cultivo in vitro de bambu

A micropropagacdo é uma técnica valiosa para multiplicacéo rapida de plantas dificeis

de propagar, tanto para produgdo comercial, quanto para a conservacdo de germoplasma. A
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técnica de cultura de tecidos oferece uma vantagem substancial em relacéo as técnicas classicas
utilizadas na propagacdo em massa de bambus. Para a micropropagacéo in vitro de bambu, sdo
utilizados dois padrdes distintos: embriogénese somatica e organogénese (SINGH, 2012).

No trabalho, a organogénese pode ser direta ou indireta. Direta onde gemas ou
primérdios de gemas pré-existentes sdo induzidos a proliferagdo. Indireta quando novas gemas
e eixos caulinares sdo formados a partir de calos (tecido ndo organizado), originados de
explantes de diferentes origens (GUERRA; NODARI, 2006).

Sabe-se que, durante o cultivo in vitro do bambu, temos diversos relatos de
contaminagdo microbiana, 0 que impede que a experimentacdo seja bem-sucedida e haja o
estabelecimento de processos de assepsia adequados para cada cultura. Procedimentos
experimentais que incluem a esterilizacdo quimica e uso de antibidticos foram utilizados em
varios niveis de sucesso para minimizar ou eliminar a contaminacéo.

Nos trabalhos de Nadha et al. (2012), foram testados diferentes antibiéticos como
canamicina, carbenicilina, ampicilina, rifampicina e sulfato de estreptomicina nas
concentragdes 0, 5, 10, 15, 25, 40 e 50 mg/L, sozinhos e em combinacdes, para manter 0s
explantes assépticos. A canamicina (10mg/L) foi identificada como um antibidtico
potencialmente Util na eliminagdo de bactérias contaminantes sem danificar o explante. O
sulfato de estreptomicina (10mg/L) foi eficiente na descontaminacdo, porém apresentou
inibicdo das brotagdes nos explantes. O meio de multiplicagdo foi acrescido de BAP (6-
benzilaminopurina), que é um fitorregulador de crescimento eficaz na multiplicacdo de espécies
lenhosas (ARAGAO; ALOUFA; COSTA, 2011). O meio MS suplementado com 15 uM de
BAP se mostrou mais eficaz para a quebra de dorméncia de gemas de bambu no experimento
de Singh (2011).

Em outros estudos, como Pereira et al. (2010) e Palu et al. (2011) também sdo testados
antibidticos para controle de bactérias enddgenas na micropropagacdo de bananeira e figueira,
respectivamente. Em ambos os estudos, observou-se controle eficiente de bactérias em
diferentes dosagens.

Além de antibidticos, a mistura preservativa de plantas (PPM™) ¢ um composto
quimico eficaz na reducdo da contaminacdo de explantes ja testados em Paeonia duffruticosa
(BERUTO et al., 2004). E um biocida de amplo espectro de acio, e mais barato em relagéo a
antibioticos. Pode ser usado em baixas concentracfes (até 1 ml/L) para reduzir contaminagéo
de bacteriana e fingica em culturas de tecidos e plantas, e em altas concentrac¢Ges (a partir de 1
ml/L) para reduzir contaminagdes endogenas (PLANT CELL TECHNOLOGY, 2009). O papel

do PPM™ ¢ penetrar na parede celular de bactérias ou fungos inibindo a atividade de enzimas
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chaves, como o ciclo do &cido citrico e a cadeia de transporte de elétrons, porém existem relatos
de fitotoxidade em altas concentraces (PASQUAL, 2010).

Em funcdo dessa contaminagdo microbiana, e da auséncia de um protocolo eficaz de
introducdo in vitro de D. asper, busca-se, neste trabalho, utilizar diferentes biocidas para o
controle da contaminacdo bacteriana, que impede o cultivo in vitro e sua multiplicagdo. O
experimento utilizou diferentes tratamentos do meio MS acrescido de BAP (15uM), e os
antibioticos canamicina, amoxicilina e cefotaxima sodica (de nome comercial Cetazima) nas
concentragdes 0,2%, 0,4% e 0,8% ou g/L, e PPM™ nas concentragdes 4ml/l, 6ml/I e 8ml/I para

avaliar o melhor meio para introducéo in vitro de D. asper.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Micropropagacéo de Plantas da Universidade
Federal do Parana. O mesmo se localiza no campus de Ciéncias Agrarias da UFPR, no setor de
Fitotecnia. Atualmente, desenvolve pesquisas na area de plantas medicinais, florestais e
frutiferas trabalhando com diferentes técnicas de cultivo in vitro e técnicas convencionais de

propagacao de plantas ex vitro, além de transformacao genética de plantas.

5.2 Instalagdo do experimento

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado (DIC),
contendo 13 tratamentos com 4 repeticdes de 6 tubos, totalizando 24 tubos por tratamento
(Tabela 1). Cada tratamento continha meio MS s6lido juntamente com 15uM de BAP, o qual
se mostrou eficaz nesta concentracdo em outros experimentos para o desenvolvimento dos
explantes de bambu. Houve um tratamento controle, e 0os demais com adicao de antibioticos
como amoxicilina, canamicina e cefotaxima sodica em diferentes concentragcfes (0,2; 0,4 e
0,8%) ou PPM™ (4ml/L, 6ml/L e 8ml/l).

Tabela 1 — Tratamentos do experimento:

Controle 0%
Amoxicilina 0,2 %

Amoxicilina 0,4%



Amoxicilina

Canamicina
Canamicina

Canamicina

Cefotaxima sodica

Cefotaxima sodica

Cefotaxima sodica

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

5.3 Preparo do Meio MS

0,8%
0,2 %
0,4%
0,8%
0,2 %
0,4%
0,8%
2 ml/L
4 ml/L
6 ml/L
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Para o preparo do experimento, foram utilizados 0,5 litro de meio MS para cada

Macronutrientes
A - Nitrato de amonio
B - Nitrato de potéassio
C - Cloreto de célcio
D - Sulfato de magnésio
E - Fosfato de potéssio
Micronutrientes
F — Sulfato de ferro
Sulfato de manganés
Sulfato de zinco
Acido bérico
Molibdato de sédio
Cloreto de cobalto
Sulfato de cobre
Sédio EDTA
lodeto de Potassio
Misturas inorganicas
Cloridrato de tiamina
Acido nicotinico
Cloridrato de piridoxina

NHsNO3
KNO3
CaCl..2H,0
MgS04.7H20
KH2PO4

FeS04.7H.0
MnSQO4.H20
ZnS04.7 H20
H3sBO3
Na:Mo004.2 H20
CoCl,.6 H20
CuS04.5 H0
Na2EDTA
Kl

C12H18CIoN4OS
CeHsNO
CsH12CINO>

tratamento, totalizando 6,5 litros de meio MS s6lido, preparados conforme a Tabela 2.

1650
1900
441
370
170

27,85
16,9
8,6
6,2
0,25
0,025
0,025
37,25
0,83

0,5
0,5
0,5

Tabela 2- Meio de cultura MS solido utilizado para a micropropagacéo de explantes nodais de
D. asper
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Glicina C2oHsNO> 2
Agar 6.000
Sacarose C12H22011 30.000

Regulador vegetal Peso molecular Concentragao utilizada (UM) |

BAP 225,3 15,0
Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Para o preparo de 1 litro de meio, utilizando uma pipeta para medir os ml, colocado em
seguida, em uma proveta de 1L: 5mL de cada solucdo (A, B, C, D, E e F) para o preparo de 1
litro de meio, 2ml de Tiamina, e 10 ml de Acido Nicotinico, 10 ml de Piridoxina e 10 ml de
Glicina. Apds colocados os macro e micronutrientes, acrescentou-se agua destilada,
completando a solugdo até 1L indicado na proveta. Aguardou-se a solubiliza¢do da sacarose.

O material foi dividido em 13 tratamentos de 500ml cada, adicionados 15pumol de BAP,
medido o pH de cada tratamento, estabilizando em 5,8.

Os 9 tratamentos que tiveram por finalidade a adi¢do de antibioticos (Imagem 2), foram
colocados em erlenmeyers com capacidade de 500ml, adicionado 3g de &gar bacterioldgico em
cada erlenmeyer, vedado primeiramente com papel aluminio, depois com papel pardo, em
seguida autoclavados.

Para estes tratamentos, o antibiotico é inserido no meio ja autoclavado, dentro da

camara de fluxo laminar, para evitar contaminag6es e manter o efeito do antibiotico ativo.

Imagem 1 — Erlenmeyers contendo meio MS + BAP antes de ser vedado com papel

pardo e autoclavado.

Fonte: a autora, 2017.



19

Os quatro demais tratamentos foram postos em beckers, adicionando 3g de &gar
bacterioldgico para cada e fundidos em microondas, agitando de 2 em 2 minutos até entrarem
em ebulicdo, vertidos em tubos de ensaio, tampados com papel aluminio e autoclavados por 20
minutos a 120°1atm. Apods todo o meio ter sido autoclavado, e estar asséptico, os tubos ja
prontos foram armazenados para posterior introducdo de explantes.

Os erlenmeyers foram levados para um fluxo de ar laminado onde foi retirado a tampa
de cada erlenmeyer e adicionado o antibidtico foi esterilizado com ajuda de um filtro millipore
e homogeinizados ao meio, em suas devidas concentracdes (0,2%, 0,4%, 0,8%), e adicionado
com a ajuda de uma seringa também esterilizada.

Imagem 2 — Filtro millipore acoplado a uma seringa.

Fonte: Merck millipore, 2017.

Cada tratamento foi devidamente adicionado ao erlenmeyer com o meio ainda liquido,
em torno de 60°C, agitado, e vertido nos tubos dentro da cdmara de fluxo laminar para garantir
a assepsia do material.

Para os tratamentos controle e PPM™, foi disposto 500ml em um becker para cada
tratamento, sendo o controle apenas 0 meio MS apresentado na Tabela 2. As dosagens de
PPM™ foram acrescentadas com ajuda de uma pipeta no meio ainda liquido, antes da medicéao
do pH. O meio foi entdo aquecido no microondas até a ebulicdo do liquido e vertido nos tubos,
que foram tampados e armazenados juntamente aos outros tratamentos, todos devidamente

identificados. No dia seguinte se deu a coleta dos explantes.

5.4 Obtencao de explantes para a pesquisa

A coleta do material foi realizada no dia 10 de fevereiro de 2017, na fazenda Canguiri,
fazenda experimental da Universidade Federal do Parand, localizada na regido metropolitana
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de Curitiba/PR (25°23'11.8"S 49°07'33.9"W), onde sdo realizadas atividades didaticas e
pesquisas cientificas. Estdo presentes na Fazenda Canguiri, solos dos tipos: cambissolos,
latossolos, gleissolos e organossolos (SUGAMOSTO, 2002).

A fazenda experimental esta contida no sistema geodeésico regional SAD 69, UTM Fuso
22 Sul, com coordenadas centrais X: 688.200m e Y: 7.190.200m. Sua altitude regional é de
aproximadamente 900 metros (MOGNON, 2015). O clima da regido é classificado como Cfb,
caracterizado por precipitacdo média anual de aproximadamente 1400 mm. A temperatura
média anual é de 12,5 a 22,5°C, podendo apresentar geadas severas (IAPAR, 1994).

Imagem 3 — Localizagdo da area de coleta do material vegetal, municipio de Pinhais/
PR.

7191000
7191000

Fazenda Experimental
B Canguiri=UFPR

= 8
3 3
& &
~ ~

7189000
7189000

686000 687000 688000 689000 690000

Projecio UTM 0 340 680 1380 2040m
T — )
SADES-Fusc22S

Fonte: Mognon, 2015.

Foram coletados segmentos nodais de plantas de D. asper com quatro anos de idade,
instaladas na unidade experimental, que de acordo com Guerra e Nodari (2006), sdo segmentos
caulinares que carregam gemas simples ou multiplas.

Imagem 4 — Plantas matrizes de D. asper na unidade experimental da UFPR.

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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Os explantes foram retirados das areas onde constam T4 (D. asper) na fazenda
experimental, como se observa abaixo:

Imagem 5 — Delineamento da &rea de bambuzais na unidade experimental da UFPR.

Bloco 4 | T1 T3 T4 T6 T2 75
Bloco 3| | T3 T1 T2 T5 T4 T6
Bloco 2| | T6 T1 T2 T3 T5 T4
T3 T5 76 ' f"‘% P
Bloco 1 ® © ®
T4 T1 T2 ® 0 0@ ©
T1 Gt_tadua chacoensis T3 Merostachys skvortzovii T5 Bambusa vulgaris
T2 Guadua angustifolia T4 Dendrocalamus asper T6 Bambusa oldhamii

Fonte: Mognon, 2015.

5.5 Assepsia dos explantes

Os explantes foram coletados dos colmos, aparados, tirando as folhas, e a bainha em
volta do segmento nodal ainda a campo. Cada explante foi cortado de modo a ter cerca de 5
centimetros, com os nés ligeiramente acima da metade do explante.

Imagem 6 — a) Explante nodal de D. &sper coberto com bainha foliar; b) retirada da
bainha.

Fonte: a autora, 2017.
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Depois disso, um a um os explantes foram borrifados com &lcool 70% e limpos com
ajuda de um papel toalha. Apds esse procedimento, foram armazenados em potes de vidro com
agua deionizada e autoclavada, e tampados para posterior assepsia em laboratorio.

O material coletado foi levado ao laboratorio de micropropagacao e cultura de tecidos
da Universidade Federal do Parand, para sua assepsia e introdugdo in vitro.

Os explantes foram imersos numa diluicédo de 2 g/L de fungicida Cercobim, durante 24
horas.

Imagem 7 — Explantes de segmentos nodais imersos em solucdo de Cercobim (2g/L).

Fonte: a autora, 2017.

Apos as 24 horas, os explantes foram levados para o fluxo laminar, enxaguados cinco
vezes com agua deionizada e autoclavada (estéril), imersos em alcool 70% durante 1 minuto,
20 minutos em Cloreto de mercdrio 0,1% (HgCl2), enxaguado por 3 vezes em agua estéril e
imerso em Hipoclorito 1% (NaOCI) por 2 minutos. Para reduzir o dano causado na assepsia,

tiveram a base e o pice descartados, conforme estudos de Pasqualini; Quoirin (2016).

5.6 Introducéo dos explantes in vitro

Os explantes foram ent&o introduzidos nos tubos de ensaio contendo 15 ml de meio MS
com BAP e os devidos tratamentos com antibiotico ou PPM™ em diferentes concentragoes,
tampados e vedados com plastico filme, e acondicionados em sala de crescimento no escuro
por 7 dias a uma temperatura média de 25°C. Apds os 7 dias, foram expostos a um fotoperiodo
de 16 horas, iluminados por tubos fluorescentes brancos frios com DFFF (densidade de fluxo
de fotons fotossintéticos) de aproximadamente 30 pmol.m? .s* (PASQUALINI; QUOIRIN,
2016).
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5.7 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo composto por
13 tratamentos com 24 repeticGes cada, totalizando 312 tubos.

Apos 14 dias de instalacdo do experimento, foram avaliados presenca de fungos e
bactérias com a ajuda de uma lupa de bancada com iluminagdo. Essa avaliacdo foi tabelada e
transformada em porcentagem de contaminagdo dos explantes por bloco de repeticdes e por
tratamento (Tabela 3).

Os dados em porcentagem foram transformados na anélise de variancia, e comparados
significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, pelo programa
estatistico ASSISTAT.

Aliado a andlise estatistica, é possivel fazer a analise qualitativa do experimento com

base em repeti¢Oes representativas dos tratamentos.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o procedimento de assepsia, foi possivel observar que os explantes sofreram
oxidacdo devido ao uso do hipoclorito de sédio. Com a retirada dos tratamentos do escuro, foi
possivel notar que o explante se manteve amarelado, oxidado. Logo, por maior que fosse o
sucesso da descontaminacdo dos explantes, estes ndo emitiriam brotacéo.

Apds 14 dias da instalacdo do experimento, foi feita a avaliacdo dos tratamentos procurando
vestigios de bactéria ou fungos. A grande maioria das repeti¢cbes estava contaminada com
bactérias, provavelmente enddgenas, e poucos fungos. Ndo foram diferidas entre si, mas
nenhum tubo estava contaminado apenas com fungos, ou seja, onde havia contaminagédo
fangica, havia também a contaminacéo bacteriana.

Aos 21 dias, foi feita uma nova avaliacdo, desta vez visual, onde foi possivel notar uma
densidade de bactérias bem mais expressiva, porém os tratamentos com PPM™ se mantiveram

intactos. Essa avaliacdo visual foi registrada fotograficamente.

Tabela 3 — Porcentagem de contaminacdo e teste de medias de D. asper apos 14 dias do

estabelecimento in vitro:

T1 - Controle 100 A
T2 -0,2% Amoxicilina 100
T3 -0,4% Amoxicilina 100 A

>



24

T4 - 0,8% Amoxicilina 100 A
T5 - 0,2% Canamicina 100 A
T6 - 0,4% Canamicina 100 A
T7-0,8% Canamicina 100 A
T8 - 0,2% Cetazima 100 A
T9 - 0,4% Cetazima 100 A
T10 - 0,8% Cetazima 100 A
T11 -4 ml PPM™ 95,85 A
T12 — 6ml PPM™ 49,9 B
T13 — 8ml PPM™ 54,05 B

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

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

Como é possivel observar (Tabela 3), apenas os tratamentos 12 (6ml/L de PPM™) ¢ 13
(8ml/L de PPM™) diferiram estatisticamente dos demais, sendo isso evidente também na
avaliacdo qualitativa.

Pode-se observar que a maioria dos tratamentos teve 100% de contaminacgéo, e em sua
grande maioria bacteriana, devido ao desenvolvimento mais lento dos fungos e a época do ano
onde os fungos estdo menos agressivos (SINGH et al., 2011). Houve resultado expressivo dos
dois tratamentos 6ml/l e 8 ml/l de PPM™ (Tabela 3), onde a taxa de contaminacéo foi de 49,9%

e 54,05%, respectivamente.

Imagem 8 — Amostras representativas de cada tratamento.

Fonte: a autora, 2017.

Na analise qualitativa das amostras foi observado a diferenca da incidéncia de

contaminag&o por bactérias entre os tratamentos, onde alguns tratamentos com antibidtico como
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a Amoxicilina em todas as concentra¢fes e Canamicina (0,4%) e Cefotaxima sodica (0,4 e
0,8%) praticamente ndo diferiram do tratamento Controle (Imagem 8).

Com isso, conclui-se que seria necessario o isolamento da bactéria para melhor acdo do
antibiotico, ja que os trés antibioticos testados ndo obtiveram sucesso. Devido a falta de
materiais, optou-se por utilizar antibidticos ja testados em outros estudos de outras espécies,
esperando resultado positivo na sua eliminagéo.

Em alguns trabalhos como Nadha et al. (2012), o problema comum de crescimento
bacteriano em torno de brotacGes in vitro na cultura de tecidos de Guadua angustifolia foi
resolvido com tratamento dos brotos com canamicina durante 10 dias, porém isso ndo foi
reproduzido no experimento, podendo ser devido a diferenca entre espécies e/ou bactérias.

Na assepsia, a esterilizacdo superficial dos explantes foi prejudicial para D. asper, oxidando
boa parte, sendo todo o material coletado, a partir do protocolo de assepsia para Bambusa
oldhamii, onde foi utilizado imersdo em alcool por 1 minuto, que desidratou os tecidos, e com
a imersao em hipoclorito na concentracao de 1%, que possivelmente queimou os explantes.

De acordo com Pasqual et al. (2010), a persistente contaminacdo dos tecidos por bactérias
é um problema, considerando que tratamentos sucessivos com solu¢do de hipoclorito de sédio
ou outro desinfetante sdo mais prejudiciais ao tecido que a bactéria. Isso indica que devem ser
feitos mais estudos sobre a assepsia ideal para a espécie D. asper, ja que esta é visivelmente
mais sensivel ao protocolo de assepsia.

Na pesquisa de Arditti (2008), houveram testes bem-sucedidos com uso de sabonetes
liquidos antibacterianos para a assepsia de orquideas, e ha relatos do uso de PPM™ diluido em

material aquoso para a imersdo dos explantes.

Imagem 9 — Amostra representativa do tratamento Controle.

.....

Fonte: a autora, 2017.
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E possivel notar grande contaminago bacteriana do tratamento controle (Imagem 9) e
dos tratamentos com diferentes doses de Amoxicilina (Imagem 10), néo diferindo entre si.

Imagem 10 — Amostras dos tratamentos com Amoxicilina em diferentes dosagens.

Fonte: a autora, 2017.

Imagem 11 — Amostras dos tratamentos com Canamicina em diferentes dosagens.

Fonte: a autora, 2017.
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Imagem 12 — Amostras dos tratamentos com Cefotaxima sodica em diferentes dosagens.

Fonte: a autora, 2017.

Apesar de ndo diferirem estatisticamente entre si, e por estarem todos igualmente
contaminados, os tratamentos com Canamicina (Imagem 11) e Cefotaxima sddica (Imagem 12)
apresentaram uma diferenca visual na incidéncia e aparéncia de bactérias quando comparados
ao Controle (Imagem 9) e Amoxicilina (Imagem 10). Porém, ainda seria necessario o

isolamento da bactéria para entender mais amplamente os motivos desse acontecimento.

Imagem 13 — Amostras dos tratamentos com PPM™ em diferentes dosagens.

Fonte: a autora, 2017.
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Os tratamentos com PPM™ (Imagem 13) se mostraram eficientes quanto a multiplicacéo
da bactéria no meio, porém houve desenvolvimento superficial, reforcando a teoria de que o

material vem contaminado do campo por bactérias endégenas (Imagens 14 e 15).

Imagem 14 — Contaminag&o bacteriana no explante, enquanto o meio contendo o tratamento

com 6ml/ L PPM™ esta livre de contaminacao.

Fonte: a autora, 2017.

Imagem 15 — Contaminacdo bacteriana no explante, enquanto o meio contendo o

tratamento 8ml/L PPM™ esta livre de contaminagao.

Fonte: a autora, 2017.
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E, portanto, de suma importancia que hajam estudos mais detalhados abordando o
isolamento, caracterizacdo e controle de bactérias e fungos endégenos presentes nos explantes
de D. asper, visto que a grande ocorréncia de contaminacdo in vitro impede a continuidade dos
testes. Em testes comparativos de Aradjo (2015), B. oldhamii foi submetido as mesmas
condic@es de cultivo que D. asper, mas apresentou contaminacéao fungica de 2,639% enquanto
D. asper teve 65,38% de explantes contaminados. J& a contaminacdo bacteriana foi de 5,36%
para B. oldhamii , e 73,07% para D. asper.

Isso sugere que o tamanho dos brotos pode interferir na maior concentracao de bactérias e
fungos enddgenos ao redor da gema, j& que os explantes de B. oldhamii sdo bem mais finos que
os de D. asper.

Imagem 16 — Fungos ao redor da gema dormente em diferentes tratamentos.

Fonte: a autora, 2017.

Alguns autores como Singh et al. (2011), relatam que dependendo da época do ano em
que se coleta 0 material, se tem maior contaminacao fangica dos explantes, sendo a coleta feita
durante a primavera a que apresentou melhor resposta em termos de diminuicdo de
contaminacéo (8,7 — 14%). Por esse motivo, e pelo fato de que a contaminacéo fungica demora

mais para aparecer no material micropropagado, ndo houve neste experimento resultados
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dréasticos com contaminacdo flngica, apenas alguns explantes dos tratamentos Controle, 0,8%
Amoxicilina e 0,8% Canamicina (Imagem 16), respectivamente.

Os fungos observados comecam a se desenvolver na regido da gema, vindo a formar
uma espécie de cotonete na por¢édo do explante que se encontra fora do meio de cultura (Imagem
16).

6. CONCLUSAO

A assepsia com Hipoclorito 1% alcool ndo é a assepsia ideal para D. asper pois nao permitiu
0 desenvolvimento dos explantes.

O problema do crescimento bacteriano e fungico in vitro, comum em diversas espécies de
bambu, e em Dendrocalamus asper, ainda precisa ser muito estudado, porém a partir deste
trabalho, pode-se adotar o uso de 6ml/L ou 8ml/L de PPM™ na composi¢do do meio de cultura,

como uma medida eficiente de prevenc¢éo da contaminacdo bacteriana no meio de cultura.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminacao microbiana tem sido um grande entrave para a micropropagacao de bambu
e reprodutibilidade de protocolos de cultura de tecidos. A falta de informagé&o e suscetibilidade
dos contaminantes aos antibidticos € um importante objeto de estudo. Isso inclui o isolamento,
identificacdo e caracterizagdo das bactérias para que se possa aplicar terapias bem sucedidas,
incluindo a possibilidade de combinag6es de antibidticos.

Novos estudos serdo necessarios para a assepsia de D. asper, evitando a oxidacdo dos
explantes, como o uso de sabonetes liquidos antibacterianos ou uso do PPM™ para imersédo
dos explantes anteriormente a introducdo in vitro, objetivando a desinfestacdo de bactérias
enddgenas.

O tamanho dos brotos pode interferir na maior concentracdo de bactérias e fungos
enddgenos ao redor da gema, logo a busca dos menores explantes a campo com o intuito de

levar menor contaminacao, deve ser considerada.
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