UNIVERSIDADE
) FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

CAMPUS
LARAMJEIRAS DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS DE LARANJEIRAS DO SUL
CURSO DE AGRONOMIA

LINHA DE FORMACAO EM AGROECOLOGIA

JACQUELINI ROMERO PEREIRA

INTRODUCAO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE Guadua angustifolia Kunt.

LARANJEIRAS DO SUL

2018



JACQUELINI ROMERO PEREIRA

INTRODUCAO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE Guadua angustifolia Kunt.

Trabalho de conclusdo do curso apresentado ao curso
de Agronomia da Universidade Federal da Fronteira
Sul, como requisito para obtengdo do titulo de
Engenheira Agrénoma.

Orientador: Prof. Dr. Roberson Dibax

LARANJEIRAS DO SUL

2018



PROGRAD/DEIB - Divisdao de Bibliotecas

Pereira, Jacqguelini Romero
INTRODUQ@O IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE Guadua
angustifolia Kunt./ Jacquelini Romero Persira. —- 2018.
41 f.:il.

Orientador: Roberson Dibax.

Trabalho de conclus&oc de curso (graduacdo) -
Universidade Federal da Fronteira Sul, Curso de
Agronomia , Laranjeiras do Sul, PR, 2018.

1. micropropagacio. 2. in vitro. 3. Guadua
angustifdlia Kunt.. 4. assepsia. I. Dibax, Roberson,
orient. II. Universidade Federal da Fronteira Sul. III.
Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geracdo Automatica de Ficha de |dentificacdo da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).



JACQUELINI ROMERO PEREIRA

INTRODUCAO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE Guadua angustifolia Kunt.

Trabalho de conclusdo de curso de graduagdo apresentado como requisito para obtengdo de
grau de Bacharel em Agronomia com Enfase em Agroecologia da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Laranjeiras do Sul (PR).

Orientador: Professor Dr. Roberson Dibax
Este trabalho de conclus@o de curso foi apresentado e aprovado pela banca em: 27/06/2018
BANCA EXAMINADORA

%Wn W o

Prof. Dr. Roberson Dibax - UFFS

: 'Z'((}.%é Z /{/f Rt ‘\i—/ ”% s

A
Prof. Dr%i‘cardo Key Yamazaki - UFFS

dm %MW

e

Mestranda Ana Paula Neves — UNICENTRO




AGRADECIMENTOS
Primeiramente, & Deus e aos bons espiritos pela vida.

Ao0s meus pais Jodo Arami Pereira e Elisiane Romero, por todo o apoio ao longo destes
anos de curso, exemplos de esforgo e trabalho.

Aos meus avos Aracy e Moacir Romero pelos principios que me ensinaram, pelos
exemplos de bondade, esforco e trabalho.

Aos meus avos Anita e Délcio Pereira por serem exemplos de forga, esforco e trabalho.

Aos meus irmaos, Belini, Priscila, Kawan, Thales Enzo e Eduardo Moacir, que s&o meus
fiéis escudeiros, principalmente minha irma Patricia Pereira pelo apoio e amor incondicional
ao longo da vida e dessa trajetoria. Ao meu cunhado Guilherme pelas horas de conversas e

apoios.

Aos meus sobrinhos amados, que me foram companheiros nas mais complicadas horas,

Gabriel, Giovana e Melissa. Aos demais familiares que torceram por mim.

Ao professor Roberson Dibax pelas oportunidades, pela disposicdo a responder as
perguntas mais simples e as mais complexas, ensinamentos, horas de ombro amigo e tempo

dedicado a me ajudar.
A UFFS pelos professores e funcionarios que foram alicerces para a minha formacéo.
Aos amigos e colegas que fiz durante o curso.

Ao Professor Luiz Antonio Biasi do departamento do Fitotecnia e Fitossanitarismo e a
professora Marguerite Quoirin, do departamento de Botanica, pela acolhida no laboratério de

Micropropagacao Vegetal da instituicdo Universidade Federal do Parana.

Ao Laboratorio de Micropropagacdo de Plantas do Departamento de Fitotecnia e

Fitossanitarismo da UFPR.

A Engenheira de Bioprocessos e Biotecnologia Doutoranda Ana Paula de Azevedo

pelos conhecimentos passados, a paciéncia em ensinar, e o tempo dedicado a me ajudar.



A vaidade e o orgulho séo coisas diferentes, embora as palavras sejam
frequentemente usadas como sindnimos. Uma pessoa pode ser
orgulhosa sem ser vaidosa. O orgulho relaciona-se mais com a opinido
que temos de ndés mesmos, e a vaidade, com o que desejariamos que 0s
outros pensassem de nos.

Jane Austen



RESUMO GERAL

A espécie de bambu Guadua angustifolia Kunt possui matéria prima com alto potencial
econémico, mas ainda é subutilizada. Além disso existe complicacdes na reproducdo vegetativa
por separagéo de rizomas, touceiras e caules, que tem como ponto negativo a destrui¢cdo de uma
planta para fazer um novo cultivo. O objetivo deste estudo foi o estabelecimento de um
protocolo de introducdo in vitro de Guadua angustifolia Kunt, utilizados os seguintes
tratamentos de assepsia: 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas
de Tween® 80; 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCl, 0,1; 30 segundos no &lcool
70% + 30 minutos de imersdo em 8 ml/L de PPM® 30 segundos no alcool 70% + 15 minutos
em H,02 10 % e 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no &lcool 70% + 10 minutos em
NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80 em meio MS, foi mantido em camara de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C. Apos 14 dias foram avaliadas as variaveis
contaminacéo de explantes, assepsia e existéncia de brotagdes. Ocorreram contaminagdes em
todos os tratamentos, sendo o tratamento com HgCl> 0 com menor contaminacdo de explantes
e maior taxa de explantes assépticos. Ainda os tratamentos com HgClz e Cercobin® foram os
que se destacaram na varidvel brotagdes. Porém, em ambos ocorreu oxidagdo de explantes.
Entretanto isso ndo prejudicaria a producdo massal de mudas clonais com as brotacGes obtidas.
Palavras-chave: Micropropagacdo, Propagacdo in vitro, Bambu, Desinfestacdo, Guadua

angustifolia Kunt.
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Introducdo in vitro de segmentos nodais de Guadua angustifolia Kunt.

In vitro introduction of nodal segments of Guadua angustifolia Kunt.

Jacquelini Romero Pereira'Roberson Dibax'Ana Paula de Azevedo!'Luiz Antonio Biasi'"

RESUMO
A espécie de bambu Guadua angustifolia Kunt possui matéria prima com alto potencial

econémico, mas ainda é subutilizada. Além disso existe complicaces na reproducao vegetativa
por separacgdo de rizomas, touceiras e caules, que tem como ponto negativo a destruicdo de uma
planta para fazer um novo cultivo. O objetivo deste estudo foi o estabelecimento de um
protocolo de introducdo in vitro de Guadua angustifolia Kunt, utilizados os seguintes
tratamentos de assepsia: 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas
de Tween® 80; 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCI2 0,1; 30 segundos no alcool
70% + 30 minutos de imersdo em 8 ml/L de PPM®; 30 segundos no alcool 70% + 15 minutos
em H202 10 % e 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em
NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80 em meio MS, foi mantido em cdmara de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C. . Apds 14 dias foram avaliadas as variaveis
contaminacdo de explantes, assepsia e existéncia de brotacdes. Ocorreram contaminacgdes em
todos os tratamentos, sendo o tratamento com HgCI2 o com menor contaminagéo de explantes
e maior taxa de explantes assépticos. Ainda os tratamentos com HgCI2 e Cercobin® foram os
que se destacaram na varidvel brotacGes. Porém, em ambos ocorreu oxidacdo de explantes.

Entretanto isso ndo prejudicaria a producdo massal de mudas clonais com as brotagdes obtidas.

I Universidade Federal da Fronteira Sul — Laranjeiras do Sul, PR. E-mail: jacque_knoas@hotmail.com Autor para
correspondéncia
I Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana.
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Palavras-chave: micropropagacdo, propagacdo in vitro, bambu, desinfestacdo, Guadua

angustifolia Kunt.

ABSTRACT
The species Guadua angustifolia Kunt has raw material with high economic potential, but is

still underutilized. The objective of this study was to establish a protocol for in vitro
introduction Guadua angustifolia Kunt, aseptic utilized the next treatments: 30 seconds in 70%
ethanol + 10 minutes in 2% NaOCI with 2 drops of Tween® 80; 30 seconds in alcohol 70% +
10 minutes in 0.1 HgCI2; 30 seconds in alcohol 70% + 30 minutes of immersion in 8 ml /| of
PPM®; 30 seconds in alcohol 70% + 15 minutes in 10% H202 and 24 hours in Cercobim® 2g
/1 + 30 seconds in 70% alcohol + 10 minutes in 2% NaOCI with 2 drops of Tween® 80 in MS
medium was kept in chamber of growth with photoperiod of 16 hours and temperature of 25 °
C. After 14 days the variables explants contamination, asepsis and sprouting were evaluated.
Contamination occurred in all treatments, being the treatment with HgCI2 the lowest
contamination of explants and higher rate of aseptic explants. Still the treatments with HgCI2
and Cercobin® were those that stood out in the sprouts variable. However, oxidation of explants
occurred in both cases.

Key words: micropropagation, in vitro propagation, bamboo, disinfestation, Guadua

angustifolia Kunt.

INTRODUCAO

O bambu é uma planta da subfamilia Bambusoideae, que pertence a familia Poaceae

(PEREIRA & BERALDO, 2008). Segundo SALGADO (2014) existem no mundo 1300
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espécies com um total de 45 géneros. Ainda o Brasil possui a maior quantidade de géneros de
bambus nas américas, sendo 232 espécies de bambu identificadas (FILGUEIRAS & SANTOS-
GONCALVES 2004)

Segundo PRESZNHUK (2004) a cultura oriental possui inumeras utilidades para a
matéria prima. Atualmente possui potencial pouco explorado, sendo que possui uma fibra forte
que quando bem empregada, rende muitos usos, principalmente na construcdo civil
(OLIVEIRA, 2013).

O bambu por ser uma planta C4 tem grande producédo de biomassa, recuperacdo do CO>
sendo um contribuinte para melhora do efeito estufa. Pode ser usado na recuperacao de areas
desgastadas, combate contra a erosdo, e melhoramento quimico e fisico do solo. Outro recurso
muito importante € o carvdo de bambu, que possui poder calorifico maior que madeiras comuns.
(GIELIS & OPRINS, 2002).

Os bambus séo constituidos, basicamente, de um rizoma subterraneo e de um colmo
lenhoso, oco, com feixes de fibras, vasos e células parenquimaticas dispostas longitudinalmente
(BERALDO et al.,1996). Segundo HIDALGO-LOPEZ (2003) o bambu Guadua angustifolia
possui diametro entre 10 a 14 cm e alturas de 18 a 23 metros, possui durabilidade e elevada
forca, sendo largamente usado em constru¢es na Colémbia e Equador. Ainda CRUZ RIOS
(1994) destaca que no ocidente um dos géneros mais utilizados é o Guadua.

De acordo com BAREJA (2010), o bambu pode ser multiplicado através de métodos
sexuados, através das sementes O dificil deste método é que o florescimento da espécie é
imprevisivel. Por ela ser monocarpica e o florescimento pode levar até mais de cem anos. O
género Guadua possui florescimento irregular e baixa viabilidade de sementes em torno de 3%

(SALGADO & AZZINI 1994).
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Segundo BAREJA (2010) os métodos assexuados utilizam colmos, rizomas, gemas
laterais e divisdo de touceira. Além disso, SALGADO et al. (1992) complementa que dos varios
métodos de propagacédo vegetativa, retirada de rebentos, pedagos de rizoma e partes de colmo,
esses possuem a desvantagem de destruir a area de cultivo para a retirada de mudas.

Segundo CARVALHO (1996) o cultivo in vitro consiste no crescimento e multiplicacao
de células vegetais. A micropropagacéo baseia seu sucesso no conceito da totipoténcia da célula
vegetal, que seria a capacidade de uma Unica célula da planta originar embrides ou érgdos que
formardo uma planta inteira.

Por conta das dificuldades de propagacdo da cultura e a crescente demanda dessa
espécie, métodos efetivos de propagacdo assexuada visando a rapida producdo de mudas, se
tornam necessario. Neste caso a micropropagacdo vem COmMO Uma OpGao para esse
desenvolvimento, rentavel e sustentavel de obtencdo de mudas. Sendo assim a pesquisa de
determinacdo de um protocolo de introducdo in vitro de Guadua angustilofia ¢ de suma

importancia.

MATERIAL E METODOS
Introducdo in vitro de Guadua angustifolia

O experimento foi realizado no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas da
Universidade Federal do Parana. Localizado no campus de Ciéncias Agrarias da UFPR, no
departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo.

A coleta de material foi feita em mudas vindas da UFSC por doagéo para o projeto do
bambu da UFPR, estavam na casa de vegetagdo do laboratdrio de Micropropagacédo de Plantas.

Eram regadas todos os dias com agua e uma vez ao més com meio MS.

17
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Foram coletados segmentos nodais de Guadua angustifolia que segundo GUERRA &
NODARI (2006) possuem gemas simples ou multiplas. Destes segmentos nodais de Guadua
angustifolia, foram retiradas as bainhas e seccionados para terem em média 25 mm de
comprimento com 1.5 — 3.0 mm de didmetro, em seguido foram limpos com auxilio de algod&o
com alcool 70%. Na camara de fluxo laminar, desinfestada com alcool etilico 70%, foram
realizados os procedimentos de desinfestacdo dos explantes. As placas de Petri, as pincas e
bisturis utilizados foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Os tratamentos de desinfestacdo comparados foram os seguintes:

0. Tratamento padrdo, 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2

gotas de Tween® 80.

1. 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCl> 0,1%.

2. 30 segundos no alcool 70% + 30 minutos de imersio em 8 ml/L de PPM®,

3. 30 segundos no alcool 70% + 15 minutos em H202 10 %.

4. 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCl 2

% com 2 gotas de Tween® 80.

Com excecao do tratamento 30 segundos no alcool 70% + 30 minutos de imersdo em 8
ml/L de PPM®, os demais foram feitos triplice enxague com agua estéril, apos a assepsia.

Apbs os procedimentos de desinfestacdo, realizados em camara de fluxo laminar
previamente limpa com alcool 70%, os seguimentos nodais foram inoculados em tubos de
ensaio de 250 ml contendo 10ml de meio de cultura, fechados com tampas de polipropileno e
vedados com papel filme.

O meio utilizado foi o MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) padrdo, previamente
autoclavado a 121° C por 20 minutos, acrescido de 1 442 uM de BAP, 30g/L de sacarose e 6g/L

de Agar, pH ajustado para 5,8. Os explantes foram inoculados em posicéo vertical e mantidos,
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com o auxilio de uma grade de suporte, em camara de crescimento por 14 dias com foto periodo
de 16 horas, com lampadas brancas frias, e temperatura de 25°C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos
e 4 repeticdes com 6 unidades experimentais. Apds 14 dias de cultivo, o experimento foi
avaliado de acordo com as seguintes varidveis: Quantidade de explantes contaminados por
fungos, porcentagem de explantes assepticos e numero de brotos. Apds as analises os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia, quando

significativos, foram submetidos ao teste de Tukey também a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variavel contaminacdo por fungos, os tratamentos que se diferenciaram
estatisticamente dos demais (tabela 1), foram 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em
HgCl, 0,1% e 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em
NaOCIl 2 % com 2 gotas de Tween® 80, sendo que o primeiro ficou com uma taxa de
contaminacdo media por fungos de 16,66% (grafico 1), sendo o valor inferior entre os
tratamentos.

Para a avaliacdo de explantes sem contaminacdo, o tratamento com 30 segundos no
alcool 70% + 10 minutos em HgCl» 0,1% teve diferengas estatisticas significativas (tabela 1)
guando comparados aos demais tratamentos, sendo o tratamento com maior porcentagem de
explantes isentos de contaminagdo com valor médio de 24,99% (grafico 2). Ainda, nos
tratamentos 30 segundos no &lcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween®
80, 30 segundos no alcool 70% + 30 minutos de imersdo em 8 ml/L de PPM® e 24 horas em

Cercobim® 2g/L + 30 segundos no &lcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de

Tween® 80 ndo ocorreram explantes sem contaminagao.
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Para a variavel brotacGes, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (tabela
1). Sendo que ocorreram em todos os tratamentos, as médias que se destacaram foram os
tratamentos 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCl, 0,1% e 24 horas em Cercobim®
2g/L + 30 segundos no &lcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80
ambos com porcentagem média de 37,49% (gréafico 3).

Segundo GRIFFINTGS & RAY (1979) os compostos clorados possuem caracteristicas
biocidas de amplo espectro, porém no tratamento padrdo com 30 segundos no alcool 70% + 10
minutos no NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80 houve alta porcentagem de contaminagio
por fungos (figura 1), com porcentagem média de 87,50% (grafico 1), este sendo o valor mais
alto encontrado entre os tratamentos, ARAUJO et al. (2015) com tratamento de 1 minuto em
alcool 70%, apds em NaOCI 2,0%, com duas gotas de detergente comum, por 15 minutos sob
agitacdo continua e seguido de triplice lavagem com agua destilada autoclavada, e por fim
agitacdo da amostra em solucdo de NaOCI 1,25% por 5 minutos, seguido de 5 lavagens em
agua destilada e autoclavada, também obteve uma alta contaminacdo por fungos, de 65,38%
em explantes de Dendrocalamus asper. Ja neste experimento alguns explantes tiveram
contaminacdo por fungos e bactérias. A alta contaminacdo por fungos tornou inviavel a
avaliacdo visual de contaminacdo por bactérias, porém em todos os tratamentos houve
contaminac®es bacterianas. Sendo assim, a analise desta variavel ndo pdde ser feita.

O tratamento 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos no HgCl. 0,1% teve a menor
contaminacgédo por fungos, com porcentagem média de 16,67%(gréfico 1), e a0 mesmo tempo
apresentou oxidacgdo dos explantes (figura 2C) e escurecimento do meio de cultura.

DUTRA et al. (2008) encontrou o mesmo tipo de oxidacdo dos explantes com a mesma
concentracédo e tempo de exposicédo, para a cultura da erva-mate. SALLES et al. (2017) com

brotacfes axilares de acacia em mesma concentracdo e exposicdo de 15 minutos de HgCly,
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observou oxidacdo dos explantes, outro trabalho com resultados parecidos é o de FLORES et
al. (2006), também teve relativo sucesso no controle de fungos, com o uso de HgCl, em
tratamento combinado com NaOCI e alcool etilico 70%, na desinfestacdo de Pfaffia tuberosa,
a substancia foi utilizada por cinco minutos, no trabalho o autor encontrou anomalias nos
explantes, que atribuiu ao uso do HgCl>. Segundo TAIZ & ZEIGER (2013) a imersédo em
solucdes desinfetantes pode causar injurias que estimulam atividade da enzima fenilalanina
amonialiase que produz compostos que provocam necrose em explantes. Por tanto o tempo de
exposicao usado no presente trabalho pode ter acarretado na oxidacdo de explantes, entretanto
foi o tratamento mais eficiente no controle de microrganismos em Guadua angustifolia, o que
possibilita a utilizacdo das brotac6es obtidas para uma propagacdo massal.

Segundo DAVEY & ANTHONY (2010), o PPM® é um biocida e fungicida de amplo
espectro para a cultura de tecidos. Entretanto no presente trabalho o tratamento 30 segundos no
alcool 70% + 30 minutos de imersdo em 8 ml/L de PPM® apresentou porcentagem média de
contaminacdo por fungos de 66,67% (grafico 1) e nenhum explante sem contaminacéo (figura
3). A baixa eficiéncia do tratamento pode ser explicada por GUNSON & SPENCERPHILLIPS
(1994) quando verificaram gue as células microbianas dos organismos endofiticos ndo ficam
diretamente expostas a0 PPM®, sendo que a penetracdo e a concentracdo dos biocidas nas
células pode ser reduzida por conta da quantidade de agua nos tecidos vegetais.

Segundo ARAUJO et al. (2015) a contaminag&o por microrganismos pode estar ligada
aos microrganismos endofiticos que ndo sdo eliminados pela assepsia superficial, por conta que
0S mesmos estdo presentes no interior dos tecidos vegetais. Segundo SMITH (2000) a
contaminacdo endofitica ndo prejudica o desenvolvimento dos explantes apenas pela
competicdo por nutrientes do meio de cultura, mas sobretudo pela liberagdo de compostos

toxicos no meio de cultura durante o desenvolvimento de fungos e bactérias.
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O tratamento 30 segundos no alcool 70% + 15 minutos em HO. 10%, apresentou
porcentagem média de contaminacdo por fungos de 79,17% (gréafico 1), e apenas um explante
sem contaminacdo (figura 4B), entretanto esse estava morto. Visualmente o H2O: foi o
tratamento com mais explantes mortos (figura 4A). Segundo MORIY A (2008) a decomposicédo
réapida do H20> é reduzida na presenca de matéria orgénica. Segundo SMIRNOFF (1993) o
oxigénio molecular, quando em contato com o metabolismo pode formar espécies reativas de
oxigénio. Ainda VARGAS (2016) obteve sucesso ao adicionar H.O2 nas concentracgdes 0,3; 0,7
e 1,5% no meio de cultura para cultivo in vitro de porta-enxerto de pessegueiro. Todos os fatores
citados e a concentracdo da substancia podem ter contribuido para a alta taxa de contaminacao
e visual oxidacdo de explantes.

Para o tratamento 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no alcool 70% + 10
minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween 80®, a taxa de contaminagéo por fungos foi alta,
54,19 % (grafico 1) e ndo ocorreram explantes sem contaminacéo (figura 58), com a utilizacao
de um fungicida sistémico, esperava-se niveis inferiores de contaminacdo, valores altos de
contaminacdo por fungos também foram encontrados por GUERRA (2014), onde conforme
aumentava a concentracdo do fungicida, a taxa de contaminacdo cresceu em explantes
caulinares de Xylopia sericea. Ainda neste experimento ocorreu oxidacdo (figura 5A) e morte
(figura 5B) dos explantes.

Por conta das altas taxas de contaminacdo, independentemente do método de assepsia,
fica clara a presenga de fungos e bactérias endofiticas nos tecidos vegetais de Guadua

angustifolia, o que dificultou o trabalho de introducéo in vitro.
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CONCLUSOES
A contaminacdo em todos os tratamentos demonstrou a possibilidade da presenca de

organismos endofiticos, que mesmo que nao sejam patogenos, dificultam o estabelecimento in
vitro.
O desenvolvimento da da gema vegetativa induzida dos explantes a partir de segmentos
nodais mostra o potencial da micropropagacéo para obtencao de mudas de Guadua angustifolia.
O tratamento com 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCl2 0,1% foi 0 que
apresentou melhores resultados na assepsia dos explantes nodais de G. angustifolia, sendo esse
o tratamento indicado para realizar na desinfestacdo. O que possibilita a utilizacdo das brotacdes
obtidas para uma propagacdo massal e futuros estudos de multiplicagdo com citocininas. Ainda
sendo importante testes que definam a melhor concentracdo e tempo de utilizacdo do
tratamento.
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ANEXO 1 - TABELAS, GRAFICOS E FIGURAS.

Tabela 1- Comparacdo de médias por Tukey* para as variaveis, contaminagdo por fungos,

explantes sem contaminacdo e nimero de explantes com brotacGes. Avaliados apds 0s

tratamentos de assepsia TO- 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2

gotas de Tween® 80; T1- 30 segundos no &lcool 70% + 10 minutos em HgCl, 0,1; T2- 30

segundos no &lcool 70% + 30 minutos de imersio em 8 ml/L de PPM® T3- 30 segundos no

alcool 70% + 15 minutos em H20, 10 % e T4- 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no

alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80 em meio MS por 14 dias.

Tratamentos™* NECF! ESC? ECB3
0 5.25 B* 0.00 A 0.75 A
1 1.00 A 1.50 B 225A
2 4.00B 0.00 A 0.50 A
3 475B 0.25A 0.50 A
4 3.25AB 0.00 A 225A
CV% 33.37 97.59 66.13

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. 1 - NUmero de explantes contaminados por fungos, 2 -
Explantes sem contaminacdo e 3 - Explantes com brotagbes. ** Tratamentos descritos na

metodologia.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Gréafico 1- Comparacdo de porcentagens, por média simples, de contaminacdo por fungos em

todos os tratamentos
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Gréafico 2 — Comparacdo das porcentagens, por média simples, da quantificacdo de explantes

sem contaminagéo
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Gréfico 3 — Comparacgdo das porcentagens, por média simples, da quantificacdo de explantes
com brotacdes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 1 — Explantes do tratamento 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em NaOCI 2 %
com 2 gotas de Tween® 80 inoculados por 14 dias em meio MS, explantes 1 e 2 contaminados
por fungos e explante 3 por bactéria, tratamento ndo obteve explantes sem contaminacao.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 2 — Explantes do tratamento 30 segundos no alcool 70% + 10 minutos em HgCl» 0,1
inoculados por 14 dias em meio MS, (A) explantes sem contaminacdo, mas com oxidagéo; (B)
explantes com contaminacdo por fungos e bactérias, nesta ordem, oxidacdo e morte de
explantes; (C) contaminacdo bacteriana, oxidacdo de explantes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
Figura 3 — Explantes do tratamento 30 segundos no alcool 70% + 30 minutos de imersdo em 8

ml L ** de PPM® inoculados por 14 dias em meio MS, contaminados por fungos e por
bactérias, explantes oxidados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 4 — Explantes do tratamento 30 segundos no alcool 70% + 15 minutos em H20. 10 %
inoculados por 14 dias em meio MS, (A) explantes contaminados por fungos (2 primeiros tubos
da esquerda), e explante contaminado por bactéria (tubo da direita); (B) Unico explante sem
contaminacdo, porém oxidado e morto
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
Figura 5 — Explantes do tratamento, 24 horas em Cercobim® 2g/L + 30 segundos no alcool 70%

+ 10 minutos em NaOCI 2 % com 2 gotas de Tween® 80 inoculados por 14 dias em meio MS,
(A) contaminacdo por bactéria; (B) contaminacgdo por fungos.
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