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MICROPROPAGAGAO DE BABOSA (Aloe veraL.)

Autora: Candice Ferreira de Brito
Orientador: Weliton Antonio Bastos de Almeida

RESUMO: O cultivo in vitro € uma ferramenta que permite aumentar a taxa de
multiplicagcdo em curto espaco de tempo. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi
desenvolver procedimentos que permitissem a regeneracao in vitro de plantas de
Aloe vera a partir de gemas axilares. As gemas axilares retiradas de plantas de
babosa foram devidamente desinfestadas e em seguida introduzidas em meio de
cultura MS suplementado com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg. L). Avaliou-se o
namero de brotos por explante e a percentagem de explantes responsivos. Apos 30
dias de cultivo observaram-se maiores taxas de explantes responsivos para 0s meios
contendo as concentragdes de 3,0 e 4,0 mg. L de BAP, os quais apresentaram 70 e
72 % de explantes responsivos, respectivamente e 3,0 brotos por explantes
responsivos em ambas as concentragdes. Os brotos obtidos na multiplicagdo da
babosa foram transferidos para meio MS contendo 1,0 mg L' GAs e 1,0 g L de
carvdo ativado, nas concentracdes de 3,0 e 4,0 mg L™ de BAP. Apés 60 dias avaliou-
se a percentagem de enraizamento, nimero de raizes, comprimento da maior raiz,
altura da planta, nimero de brotos e o numero de folhas. As variaveis avaliadas nao
apresentaram diferencas significativas quando se testou as distintas concentracdes
de BAP associadas ao &cido giberélico. Os resultados encontrados para as
concentracdes de 3,0 e 4,0 mg. L' de BAP foram de 100% de enraizamento para
ambos; 4,46 e 4,26 para o numero de folhas; 7,99 e 6,59 para o comprimento da
maior raiz e 6,64 e 5,72 para a altura de plantas, respectivamente. A aclimatacao
resultou em sobrevivéncia de 100% de plantas. Tais resultados comprovam que nas
condicOes testadas, o desenvolvimento e a aclimatacdo das plantas de babosa sao

considerados satisfatoério.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, Gemas axilares, Plantas medicinais, BAP.



MICROPROPAGATION OF BABOSA (Aloe veralL.)

Author: Candice Ferreira de Brito

Adviser: Weliton Antonio Bastos de Almeida

ABSTRACT: In vitro cultivation of plants is a tool allowing plant multiplication at
fastest rate in a short periodo of time. In this regards, the present study aimed to
develop procedures for the regeneration of Babosa plant (Aloe vera L.) from axillary
buds. After the buds removal they were sterilized and put into a MS media
supplemented with BAP (0, 1, 2, 3 and 4 mg.L™"). The number of shoots/explant and
the percentage of responsive explants were evaluated. After 30 days, the medias
having 3 and 4 mg.L™" of BAP showed the best growth rates, being 70 e 72% higher,
respectively, and three new shoots for each explant under each concentration. In a
new phase, the obtained shoots were transferred for a MS media containing 1 mg.L™
GA;z and 1 g.L" of activated coal for each concentration of 3 and 4 mg.L™" of BAP.
After 60 days, it was evaluated the rooting percentage, number of roots and the
length of the longest root, plant height, number of shoots, and leaf number. The
variables evaluated showed no significant differences for the different concentrations
of BAP associated with the GAs. For the 3 and 4 mg.L" of BAP concentrations, it
were observed 100% of rooting capability, 4.46 and 4,26 for leaf number, 7,99 and
6,59 for root length, and 6,64 and 5,72 for plant height, respectively. The acclimation
results in 100% of plant survivals. These results support that, for he studied

conditions, the development and acclimation of babosa plants are satisfactory.

Key words: in vitro cultivation, axillar buds, medical plants, BAP



INTRODUCAO

O consumo de cosméticos e medicamentos elaborados a partir de produtos
naturais tem crescido nos ultimos anos e isso tem estimulado empresas a investir
10% de seus recursos financeiros em pesquisas com novas substancias de origem
vegetal (NADER & MATEO, 1998). O uso de plantas medicinais pela populagcao
mundial tem sido muito significativo nos ultimos tempos. Dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de 80% da populacdo mundial fez o
uso de algum tipo de erva, seus extratos vegetais ou seus principios ativos na busca
de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel (IUCN, 1993). Essa
situacdo é mais evidente nos paises em desenvolvimento, onde a maior parte da
populacdo ndo tem acesso aos medicamentos e faz uso secular de plantas. Mesmo
em paises industrializados, como os Estados Unidos, cerca de vinte e cinco por
cento de todos o0s medicamentos prescritos, dispensados por farmacias
comunitarias, entre 1959 e 1980, continham substancias ativas oriundas de plantas
superiores (FARNSWORTH & SOEJARTO, 1985).

A utilizagao de plantas medicinais, tem inclusive recebido incentivos da propria
OMS. Sao muitos os fatores, principalmente econbémicos e sociais, que vém
colaborando no desenvolvimento de praticas de saude que incluam plantas
medicinais.

Mais de 100.000 compostos secundarios de plantas ja foram isolados e
identificados, e a cada ano centenas de novas descobertas tem aumentado esse
namero (VERPOORTE et al., 1988). Muitos destes compostos sdo consumidos

diariamente por nds na forma de dentifricios, sabonetes, perfumes ou mesmo



ingeridos em alguns alimentos, condimentos, chas, xaropes etc. A eficacia e
seguranca de muitas plantas medicinais ja foram comprovadas cientificamente o que
as legitimizam como recurso terapéutico benéfico e indispensavel a humanidade.
Estima-se ainda que o consumo de produtos fitoterapicos em todo o mundo ira
triplicar nos préximos dez anos (GRUNWALD, 1997). Entretanto, ha problemas de
varios niveis que limitam o seu uso.

A grande maioria das plantas medicinais € coletada em habitat natural e por
maior que seja 0 numero de individuos numa localidade ndo sédo suficientes para
atender uma demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a espécie tem
multiusos. Apenas o cultivo sistematizado pode garantir producao regular e em larga
escala. Para se estabelecer sistemas de cultivo adequados se faz necessario
material propagativo como sementes, tubérculos, estoldes, enfim algum tipo de
estrutura que permita a multiplicacdo da planta alvo. Muitas espécies medicinais
apresentam problemas com as sementes ou com partes vegetativas que limitam a

sua multiplicagdo em escala.

Babosa: uso e produtos medicinais

As espécies do género Aloe da familia LILIACEAE, atualmente denominada
ALOEACEAE, sao vulgarmente conhecidas como babosas. A Babosa é uma planta
nativa das zonas secas, do Sul e leste da Africa; naturalizada no norte da Africa. Esta
disseminada por muitos paises de clima quente e Uumido de quase todos os
continentes. No Brasil encontra-se no sul, centro oeste e nordeste de preferéncia
(AGGARWAL & BARNA, 2004).

Normalmente, seu cultivo é feito nos jardins, para fins ornamentais. Além de
seu efeito ornamental, as babosas tém sido usadas como plantas medicinais de uso
interno e externo, é uma planta economicamente importante por suas propriedades
terapéuticas excepcionais (REHM & ESPIG, 1991). Atualmente seu uso esta sendo
incrementado notoriamente por seu amplo espectro de beneficios em diferentes
propésitos, por isso as plantas sdo exploradas comercialmente (LEWINGSTON,
1990). Pelo seu uso ja consagrado desde os antigos egipcios e, atualmente, com seu



crescente emprego em cosmética e em queimaduras, a demanda destas plantas tem
incrementado o seu cultivo.

Embora existam mais de 250 espécies do género Aloe, somente trés ou
quatro dessas apresentam propriedades medicinais, sendo a Aloe vera a de maior
interesse, possuindo também valor nutricional. As folhas dessa espécie possuem
uma aparéncia suculenta, sendo que o mesofilo contém reservas de agua que
podem suprir a necessidade da planta durante longos periodos de seca, favorecendo
sua sobrevivéncia em lugares de clima arido. Estudos fitoquimicos tém demonstrado
a presenca de uma série de compostos de interesse farmacoldgico oriundos dos
metabolismos primario e secundario da A. vera, utilizados em formulacdes (géis e
sucos) preparadas a partir desta planta. Como exemplos de compostos mencionam-
se: enzimas (lipases, bradiquinases e proteases), mono e polissacarideos
(glucomananas), aminodacidos, vitaminas (A, B12, C e D), antraquinonas (aloina e
emodina), saponinas, acido salicilico, lignina e esterdides (lupeol e campesterol). A
esses compostos tém sido atribuidas diversas atividades bioldgicas, tais como
antisséptica [saponinas e antraquinonas], antitumoral [mucopolissacarideos],
antiinflamatéria [esterdides e &acido salicilico], antioxidante [vitaminas], imuno-
reguladora e detoxificante [glucomananas] (WEINER & WEINER, 1994).

Devido ao amplo espectro de aplicacbes na area de saude humana, os
produtos a base de babosa vém apresentando forte expansdao no mercado nacional e
internacional. Esse fato determina uma maior demanda por matéria-prima de alta
qualidade, sendo esse aspecto uma restricdo a expansao dessa atividade, devido a
pequena disponibilidade de biomassa de babosa no nosso mercado interno. O
aumento da oferta de biomassa pressupde a existéncia de incrementos de
produtividade dos cultivos e/ou a expansdo da area desses. Em ultimo caso, a
implantacdo de cultivos com altos rendimentos tem como premissa basica a
utilizacdo de material de plantio de alta qualidade genética e sanitaria, além de
coloca-lo disponivel no comércio.

A propagacado de Aloe vera é realizada por meio da remogéo de brotagdes
laterais emitidas pela planta-mae, principalmente ao longo da estacdo de

crescimento. O numero e a frequéncia de brotos laterais emitidos sdo bastante



variaveis, fato que dificulta o planejamento de um sistema produtivo de mudas no
que concerne ao seu rendimento. Em geral, trés ou quatro brotos laterais sao
emitidos/ano/planta-méae. Esta condicdo gera um sistema de producdo com baixo
rendimento, sendo um processo moroso € caro, principalmente quando se considera
o tempo necessario para a obtencdo de um numero de mudas que permita a
implantacédo de 1 hectare, por exemplo, com valores de densidade de plantio de
12.000 a 16.000 plantas por hectare, como usualmente € observado em plantios
comerciais dessa espécie. Adicionalmente, esse sistema classico de produgédo de
mudas apresenta como caracteristica uma maior probabilidade de ocorréncia de
moléstias no material de plantio, em funcéo das lesées que séo feitas a planta-mae e
as mudas (brotos laterais), no momento de sua coleta. O quadro acima descrito tem
gerado uma situacdo de limitacdo da disponibilidade de material de plantio com
qualidade genética e sanitaria superiores, dificultando a instalacdo de novas areas de
cultivo. Consequientemente, a disponibilidade de matéria-prima para a elaboracao de
produtos nas industrias de cosméticos (estéticos e dermatoldgicos), de fitoterapicos
(purgativos e cicatrizantes) e alimenticia (complementos nutricionais e energéticos) é
reduzida, e caracteriza um ponto de estrangulamento no processo produtivo. Esse
fato vem contribuindo significativamente para a elevacao de precos do produto final e
dificultando a expanséo da atividade, tanto no mercado interno quanto no externo
(ARAUJO et al 2002). Como solugdo tecnolégica vidvel para a resolucdo desse
problema, a producado de mudas com qualidade superior € em larga escala pode ser
feita através de técnicas biotecnoldgicas.

Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de células e tecidos vegetais vem, desde o inicio da década de 70,
constituindo uma estratégia de interesse, em funcao de suas potencialidades e de
resultados apresentados para um grande numero de espécies vegetais. Tal
abordagem tem permitido a clonagem e a multiplicacdo em larga escala de espécies
vegetais, os quais, quando multiplicados por processos convencionais (estaquia,

enxertia, sementes, alporquia, etc.), apresentam baixos valores de rendimento. Nos



ultimos anos, a superacdo dessa dificuldade tem sido conseguida, em diversos
casos, com a utilizacdo de técnicas de produgdo de mudas in vitro (NOLETO &
SILVEIRA, 2004).

A micropropagacgao € a técnica de maior aplicabilidade da cultura de tecido e
tem sido utilizada para multiplicar centenas de espécies medicinais. Essa técnica é
usada rotineiramente para multiplicar gendtipos selecionados, ou para substituir
acessos que tenham adquirido caracteres indesejaveis como baixa produtividade e
susceptibilidade a doengas. Plantas que sao cultivadas em larga escala, fora de seu
centro de origem, também tém sido micropropagadas. A multiplicacado in vitro de
plantas inteiras, a partir da cultura de gemas e meristemas, € basicamente uma
extensao da propagacao vegetativa feita em muitas espécies (FIDELIS et al. 2000).

A técnica da cultura de tecidos tem como base os mesmos principios
anatomo-fisiolégicos envolvidos no crescimento e desenvolvimento de qualquer
planta sobre outras condi¢gdes (SERRANO, 1996). Esta metodologia vem sendo
aplicada em grande numero de plantas herbaceas e lenhosas, sendo geralmente o
mais rapido, eficiente e confiavel método de micropropagacdo. Porém, a
competéncia morfogenética in vitro é complexa e indiretamente influenciada por
fatores fisiolégicos e ambientais (NOLETO & SILVEIRA, 2004).

Varias sdo as modalidades de padrao morfogenético in vitro, podendo ser por
via direta, com desenvolvimento de novos 6rgaos diretamente do explante ou
indireta, como a cultura de calos. Estes calos podem ser submetidos a determinadas
condicbes hormonais, as quais podem direciona-los para o0 crescimento
desorganizado ou para o desenvolvimento de 6rgaos, como gemas, raizes ou
embrides, por organogénese ou embriogénese (CALDAS, 1996).

Segundo Pierik (1990), a propagacao vegetativa in vitro apresenta cinco
estagios diferentes. A fase 0 corresponde aos tratamentos dados a planta matriz, de
onde sdo retirados os explantes. A fase 1 representa o momento em que um
explante é isolado sob condicbes estéreis. A fase 2 é a fase de propagacao, em que
se objetiva conseguir a propagacao do material vegetal sem a perda da estabilidade
genética. A fase 3 envolve a preparacédo das brotacdes ou das microplantas obtidas
na fase 2, para a transferéncia ao solo. Esse processo pode envolver a interrupcao



da formacao de brotos axilares e o inicio do seu elongamento. Posteriormente, deve-
se induzir a formacgéao de raizes, tanto in vitro quanto in vivo. A quarta e ultima fase é
a da transferéncia das microplantas do tubo de ensaio para o solo e o conseqliente
estabelecimento.

Segundo Caldas et al. (1990), a composi¢do e a concentracdo hormonal no
meio de cultura sdo fatores determinantes do crescimento e do padrdao de
desenvolvimento na maioria dos sistemas utilizados na cultura de tecidos.

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura é constituido de
componentes essenciais (dgua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (aminoacidos, amidas, acidos
organicos e substancias naturais complexas), que controlam, em grande parte, o
padrao de desenvolvimento in vitro.

As plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigéncias nutricionais
especificas. Assim, ao se excisar parte da planta para o cultivo in vitro, observa-se
que os explantes ndo sdo completamente autotréficos e requerem meio nutritivo para
suplementar suas necessidades exdégenas, em termos de elementos essenciais,
constituintes organicos e energia (TORRES et al., 2001).

Dentre os principais meios nutritivos utilizados para o cultivo in vitro, ha o MS,
desenvolvido por Murashige & Skoog (1962). O melhor crescimento de células e
tecidos de plantas em meio MS tem sido atribuido, em grande parte, a alta
concentracdo de aménio e nitrato. Além do nitrogénio, o potassio no meio ‘MS’
encontra-se também em dosagens altas, assim como outros macronutrientes, porém,
em dosagens menos elevadas. O aumento na concentracao dos sais encontrados no
meio MS proporcionou ganhos significativos no crescimento de tecidos e células em
diversas espécies de plantas, tornando-o o meio de cultivo mais utilizado em
trabalhos de cultura de tecidos vegetais. Entretanto, este meio apresenta baixo nivel
de fosfato que, para muitos pesquisadores, € insuficiente para sustentar crescimento
de muitas culturas.

Na maioria das vezes, os explantes n&o iniciam o processo de enraizamento
em meios com concentragdes altas de sais, apesar das auxinas presentes. Altas

concentragdes de sais tendem a inibir todas as fases do enraizamento,



particularmente o crescimento de raizes. Concentragdes de sais ho meio diminuidas
para 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitam melhor enraizamento (HU & WANG, 1983). Os
componentes que, quando em excesso, inibem o enraizamento sdo o0s
macronutrientes. Os micronutrientes, em virtude de sua baixa concentracao original,
nao requerem diluicdo. No entanto, as diluicdes excessivas dos macronutrientes
podem ocasionar deficiéncias minerais da parte aérea enraizada (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a rizogénese pode ser dividida em
trés fases: inducéo, iniciacao e alongamento. Porém, o sistema radicular adventicio
emitido em meio semi-solidificado com &agar ou produto equivalente é, em geral,
pouco ramificado, quebradico e isento de pélos radiculares (LEITE, 1995), de modo
que as raizes assim formadas sao pouco eficientes na absorcdo de agua e
nutrientes, durante a aclimatizacdo (HOFFMANN et al., 2001).

A formagédo de raizes adventicias em varias espécies lenhosas tem sido
beneficiada pelo uso de carvao ativado no meio de enraizamento. Dotada de uma
alta capacidade de adsorcdo, esta substancia tem a propriedade de modificar a
composig¢ao dos meios de cultura, adsorvendo uma série de substancias adicionadas
ao meio, liberadas pelos explantes ou presentes no agar, que possam afetar
negativamente o crescimento. Outra propriedade atribuida ao carvao ativado é o
favorecimento do processo de enraizamento, devido a reducao da intensidade de luz
na regiao de formacao de raiz (ASSIS & TEIXEIRA, 1998).

Uma das peculiaridades da cultura de tecidos vegetais é a possibilidade quase
absoluta de controle do crescimento e do desenvolvimento das plantas. Isso néao
seria possivel sem a adicdo dos reguladores de crescimento ao meio de cultura, pois
sdo estes componentes que direcionam o metabolismo do explante in vitro para o
processo desejado (PASQUAL, 2001).

A ocorréncia de escurecimento de tecidos do explante tem sido atribuida a
liberacao e oxidacdo de compostos fendlicos que inibem o crescimento do explante.
Preece & Compton (1991) caracterizaram as substancias encontradas em meio de
cultura para algumas espécies lenhosas e as identificaram como sendo fendis,

flavondides e taninos, e responséaveis pela oxidacao. Grattapaglia & Machado (1998)



recomendam para controlar a oxidacao as seguintes medidas: lavagem do material
antes da desinfestacdo em agua corrente, auxiliando na lixiviagcdo dos compostos
fendlicos; utilizagdo de antioxidantes: acido ascérbico, polivinilpirrolidone (PVP),
carvao ativado e incubacgao inicial dos explantes no escuro. O carvao ativado age
promovendo adsorcdo dos exudatos liberados pelo explante, os quais provocam a
oxidacao; além de possuir as propriedades de adsorver e reduzir a disponibilidade de
auxina exdgena no meio de cultura e induzir o processo de rizogénese (George,
1996). O PVP reage com os compostos oxidantes e os acidos citrico e ascorbico
reagem com oS metais presentes no meio de cultura, evitando que 0s mesmos
fiqguem disponiveis para se oxidarem (GEORGE, 1996).

Diferentes espécies e até mesmo diferentes individuos dentro de uma mesma
espécie possuem caracteristicas genéticas particulares que provocam diferentes
respostas quando cultivados in vitro. Além disso, a expressdo das caracteristicas
genéticas € grandemente afetada pelo ambiente. Desta forma, o material vegetal
utilizado para iniciar o cultivo in vitro, bem como sua manipulacao antes e logo apés
a excisao do explante é essencial para o éxito da micropropagacao. Os explantes
podem apresentar diferentes tipos celulares e graus de diferenciacao, tais como
fragmentos de folha e segmentos de caule, ou serem histologicamente mais
homogéneos, como meristemas e medula caulinar (FLORES et al 1998)

O sistema mais utilizado na micropropagacao € a proliferacdo de gemas
axilares, que utiliza como explantes iniciais 0 meristema propriamente dito e as
gemas apical e lateral, os quais sdo vantajosos por apresentarem um broto dormente
que ja esta diferenciado in vivo. Desta forma, o estabelecimento de uma planta
completa requer somente alongamento e diferenciagéo de raizes. Tendo em vista a
propagacao de plantas homogéneas e geneticamente estaveis, os explantes ideais
para a regeneracdo sao aqueles contendo gemas pré-existentes, como o0s
segmentos nodais e apicais (DEBERGH & READ, 1991), uma vez que, ndo sendo
necessaria a desdiferenciacao celular, ha uma menor probabilidade de regeneracao
de plantas com variacdo somaclonal. Em geral, sob condi¢des ideais, esses
explantes regeneram plantas por longos periodos de tempo; porém, em algumas
espécies, ha uma reducdo na organogénese ao longo dos subcultivos (HUSSEY,



1986; MANTELL et al., 1994). Além disso, a determinacédo da duracdo da cultura e
do intervalo entre os subcultivos sdo aspectos essenciais para evitar a regeneragao
de plantas com alteracdes genéticas e/ou epigenéticas (KLERK, 1990).

Ha necessidade de eliminacao superficial de microrganismos dos explantes
antes de introduzi-los nos frascos de cultivo. Essa etapa deve obrigatoriamente ser
realizada em capela de fluxo laminar, em condicbes assépticas, utilizando vidraria
previamente esterilizada. O método mais freqlente de descontaminacdo é a
utilizacdo de etanol a 70% seguido de agua sanitaria (hipoclorito de s6dio) em
diferentes diluicdes. Contudo, precaucdes especiais necessitam ser tomadas quando
os explantes sdo derivados de plantas crescidas no campo. Outro procedimento
importante é a lavagem abundante do material vegetal ao chegar ao laboratério.

De acordo com Caldas et al.(1998), a composicdo e concentragcdo de
reguladores de crescimento no meio de cultivo sdo fatores determinantes no
crescimento e no padrdao de desenvolvimento na maioria dos sistemas de culturas de
tecidos. Na propagacdo in vitro, os reguladores de crescimento constituem uma
etapa basica a ser abordada, visto que a resposta das plantas a organogénese é
dependente da interacdo auxinas: citocininas e do tipo de tecido utilizado (PIERIK,
1997). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a adicdo de reguladores de
crescimento ao meio de cultura tem o objetivo principal de suprir as possiveis
deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta-matriz.

Segundo Taiz & Zeiger (2004), até pouco tempo atras, os principais grupos de
horménios vegetais (e reguladores de crescimento) eram: auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno e acido abscisico. Entretanto, atualmente, ha fortes evidéncias da
existéncia de um outro grupo de horménios vegetais, os brassinoesterdides. A
morfogénese in vitro requer, geralmente, um ajuste nos niveis de auxinas e
citocininas. Uma relacdo mais alta entre auxina e citocinina € geralmente requerida
para que o processo da rizogénese ocorra. O contrario é necessario para a inducao
de brotacdes.

Elevadas concentracdes de citocininas e baixas de auxinas induzem,

predominantemente, a formacao de gemas em detrimento da formacédo de raizes e



calos e vice-versa. O BAP (benzilaminopurina) tem sido a citocinina mais utilizada
devido a sua eficiéncia na multiplicacdo da parte aérea e indugdo de gemas
adventicias (HOFFMANN, et al., 1998). Além disso, fatores como o gendtipo
utilizado, tipos e concentracées de reguladores vegetais, tipos e tamanhos de
explantes, meios de cultura e condi¢cdes de cultivo podem influenciar decisivamente
no potencial regenerativo de determinada espécie (BERED et al., 1999).

As citocininas sao reguladores de crescimento que desempenham um papel
fundamental no crescimento e morfogénese em cultura de tecidos, estimulando a
divisdo celular, bem como, a inducao e a proliferacdo de brotacées adventicias
(SANTOS, 2005).

Auxinas sao substancias quimicamente relacionadas com o acido indol-3-
acético (AlA), que é a auxina principal de varias plantas. Essas substancias tém em
comum a capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular, ajudando
também na divisdo celular em cultura de tecidos, principalmente no enraizamento.
Entre outras substancias usadas para o enraizamento in vitro estdo o acido naftaleno
acético (ANA), o acido 2-4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido indolbutirico (AIB)
(RADMANN, 2002).

De acordo com Preece & Sutter (1991), a elevada umidade relativa e a baixa
irradiancia no ambiente in vitro sdo os principais fatores que atuam na indugéo de
alteracoées e funcionalidade de 6rgaos e tecidos, levando-os a incapacidade de
controlar as perdas de agua quando sdo submetidos a condicbes adversas, como 0
ambiente natural. Por esse motivo, torna-se necessaria uma gradual aclimatizacao, a
fim de que as plantas sobrevivam quando transferidas para diferente condicao
ambiental.

A passagem das plantas do ambiente in vitro, que apresenta alta umidade
relativa do ar, completa assepsia, e iluminacdo, temperatura e fotoperiodo
controlados, para o ex vitro deve ser gradual. Isto & conseguido por meio da
disposicdo das plantas sob tinel plastico, com luminosidade, temperatura (20-28 °C)
e irrigacdo controladas, simulando a condigdo do laboratério. Em seguida, deve-se
proceder a remocao gradual do plastico, de forma a permitir que as plantas passem
do estado heterotréfico, no qual dependiam de um suprimento externo de energia, no

10
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caso a sacarose, para o estado autotréfico, em que se faz necesséria a realizagédo de
fotossintese para sobreviver (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de
micropropagacao a partir de gemas axilares de babosa (Aloe veralL.).
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MULTIPLICAGAO IN VITRO DE BABOSA (Aloe veralL.)
RESUMO

Os produtos a base de babosa vém apresentando forte expansao no mercado,
devido ao aumento do uso destes na area da saude humana, o que determina uma
maior demanda por matéria-prima de alta qualidade. Neste caso, a cultura de células
e tecidos vegetais vem se constituindo numa estratégia de interesse, em fungéao de
suas potencialidades. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a taxa de multiplicacao
in vitro da babosa sob diferentes concentracoes de BAP. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, do Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.
As gemas axilares retiradas de plantas de babosa foram desinfestadas em solugao
de alcool etilico na concentracdo de 70% durante 2 minutos e em solugdo de
hipoclorito de sédio na concentragdo de 1:1, durante 20 minutos. Posteriormente,
foram lavadas 3 vezes em camara de fluxo laminar com agua destilada e
autoclavada, e introduzidas em frascos contendo meio de cultura MS suplementado
com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg. L"). Em seguida foram mantidas em camara de
crescimento, com temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 10 repeticbes, contendo uma gema
por repeticdo. Avaliou-se o numero de brotos por explante e a percentagem de
explantes responsivos. Apos 30 dias de cultivo observaram-se maiores taxas de
explantes responsivos para os meios contendo as concentracdes de 3,0 e 4,0 mg. L
de BAP, os quais apresentaram 70 e 72 % de explantes responsivos,
respectivamente, e 3,0 brotos por explantes responsivos em ambas as

concentragoes.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, Plantas medicinais, Biotecnologia.
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IN VITRO MULTIPLICATION OF BABAOSA (Aloe veraL.)

ABSTRACT

Products derived from babosa have been presenting strong expansion in the
market due to increasing use in human health determining a higher demand for high
quality primary matter. In this regards, the cell and tissue culture are being a new
strategy of interest due to their potentialities. The objective of this work was to
evaluate the in vitro multiplication rate of babosa under different concentration of
BAP. The experiment was carried out in the Plant Tissue Culture Laboratory of the
Center of Agrarian, Environmental and Biological Sciences of the Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia. Axillar buds removed from babosa plants were
sterilizes for 2 minutes in a solution of 70% alcohol and for 20 minutes in a 50%
sodium hipochloride solution. Afterward, the buds were washed three times under a
laminar flux chamber with distii and autoclaved water and then put into flasks
containing the MS media supplemented with 0, 1, 2, 3, and 4 mg.L" of BAP. The
experimental design was entirely randomizes with 10 replications, and one
bud/repetition. The number of shoots/explant and the percentage of responsive
explants were evaluated. After 30 days, the medias having 3 and 4 mg.L™" of BAP
showed the best growth rates, being 70 e 72% higher, respectively, and three new
shoots for each explant under each concentration. In a new phase, the obtained
shoots were transferred for a MS media containing 1 mg.L" GA; and 1 g.L™" of
activated coal for each concentration of 3 and 4 mg.L™" of BAP.

Key Words: Tissue culture, medical plants, biotechnology.
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INTRODUGCAO

A babosa-verdadeira, Aloe vera (L.) Burm. f., espécie pertencente a familia
Aloeaceae, € bastante conhecida por suas propriedades terapéuticas. Ela tem sido
utilizada como planta medicinal de uso interno e externo, além de ser também
empregada como ornamental (CASTRO & RAMOS, 2002). De sua mucilagem,
podem se obter comercialmente antibioticos, hormbnios, anestésicos, substancias
coagulantes, compostos adstringentes etc.. Esta planta tem seu uso conhecido ha
séculos. Atualmente, ela tem sido empregada em cosmética na produc¢do de xampu
e, principalmente, no tratamento de queimaduras. Ha, portanto, uma crescente
demanda no seu cultivo e a propagacao da espécie constitui uma etapa fundamental
deste processo (CASTRO & RAMOS, 2002).

As informacdes cientifico-agronémicas sobre plantas medicinais crescem em
ritmo lento, havendo caréncia de resultados de pesquisa sobre métodos de
propagacao e técnicas de cultivo que possam resultar em maior producdo de
biomassa e ainda garantir a perpetuacdo da espécie (MADUENO-BOX, 1973;
PAVARINO, 1995). A micropropagacao, entre outras técnicas da cultura de tecidos
de plantas, tem proporcionado a obtencdo de um grande numero de plantas com
elevado nivel qualitativo. Mais especificamente, tem permitido a eliminacao, em curto
espaco de tempo, de viroses do material vegetativo, proporcionando melhores
beneficios aos produtores, com consequente aumento na produtividade (NEHRA et
al., 1990; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). E uma técnica que vem sendo
utilizada para a propagacao rapida de espécies que levam longo tempo para
germinar, possuem baixa taxa de frutificacdo e que estdo em via de extingao.
Atualmente, muitas plantas medicinais ja sdo multiplicadas in vitro. Por meio da
biotecnologia, é possivel aumentar a producdo e diminuir o preco dos principios
ativos fitoquimicos (BAJAJ et al., 1988; MIACHIR, 1992).

Na propagacéao in vitro, os reguladores de crescimento constituem uma etapa
basica a ser abordada, visto que a resposta das plantas a organogénese é
dependente da interacdo auxinas: citocininas e do tipo de tecido utilizado (PIERIK,
1997). Além disso, fatores como o gendtipo, tipos e concentracdes de reguladores
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vegetais, tipos e tamanhos de explantes, meios de cultura e condigbes de cultivo
podem influenciar decisivamente no potencial regenerativo de determinada espécie
(BERED et al., 1999). Dentre os reguladores de crescimento, as citocininas sao
substancias que estdo diretamente relacionadas com a divisao celular. Na cultura de
apices caulinares, esses horménios sao utilizados principalmente para a proliferacao
de gemas axilares, através da capacidade de modificagdo da dominancia apical
(BHOJWANI & RAZDAN, 1996). O BAP é uma das citocininas de menor custo e tém
sido muito eficaz na multiplicacdo de diversas espécies. A razao disso pode esta na
capacidade dos tecidos vegetais em metabolizar os horménios naturais mais
rapidamente do que os sintéticos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

As exigéncias nutricionais requeridas para o crescimento de um tecido em
condicdes in vitro variam de espécie para espécie, de variedade para variedade e até
mesmo dentro da prépria planta, necessitando-se, assim, otimizar os meios de
cultura (NAGAO, et al., 1994). Contudo, ndo ha uma formulacao padrdo para essa
otimizacao, mas o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com suas modificacoes
e diluicbes, tem apresentado resultados satisfatérios para diversas espécies
(GRATTAPAGLIA &MACHADO, 1990).

Devido a auséncia de informagdes na literatura sobre a micropropagacao de
Aloe vera L., o presente trabalho teve como objetivo definir técnicas para a
determinacao de um protocolo eficiente de multiplicagéo in vitro desta espécie.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas,

do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia.



20

1. Micropropagacao a partir de gemas axilares.

Utilizaram-se gemas axilares retiradas de plantas de babosa oriundas do
campo. As gemas foram desinfestadas em solu¢do de alcool etilico na concentragao
de 70% durante 2 minutos sob agitacdo, seguida de imersdo em solucdo de
hipoclorito de sbédio e agua na concentragdo de 1:1, durante 20 minutos.
Posteriormente, foram lavadas 3 vezes em camara de fluxo laminar com agua
destilada e autoclavada, onde foram introduzidas em frascos contendo 20 mL meio
de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com BAP (0,0; 1,0;
2,0; 3,0; 40 mg L"), 30 g L"de sacarose e solidificado com &gar (0,8%). O pH do
meio de cultura foi ajustado a 5.8, anteriormente a autoclavagema a 120 °C por 20
minutos. Em seguida, foram mantidas em camara de crescimento, com temperatura
de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 10 repeticbes, contendo uma gema em cada
repeticdo. Apos 30 dias de cultivo, avaliou-se o niumero brotos por explantes e a
percentagem de explantes responsivos.

A partir dai, transferiu-se cada broto seccionado longitudinalmente para
frascos contendo meio MS nas concentragdes de 3,0 e 4,0 mg. L™ BAP, com o intuito
de aumentar a taxa de multiplicacao. Apds 30 dias, avaliou-se novamente o nimero
de brotos e percentagem de explantes responsivos.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente e aqueles que
apresentaram diferenca significativa foram submetidos a teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados foram analisados no programa SISVAR - Sistema de
analises de varidncia para dados balanceados.

2. Inducao de organogénese a partir de segmentos foliares.

Segmentos foliares (x 1 cm) foram extraidos de brotacdes regeneradas in vitro
e introduzidos em placa de petri contendo 20 mL do meio de cultura MS,
suplementado com BAP (3,0; 4,0; 5,0 mg L™ ), 1,0 g L de carvéo ativado, 30 g L™
de sacarose e solidificado com agar (0,8%). O pH do meio de cultura foi ajustado a
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5.8, anteriormente a autoclavagem a 120 °C por 20 minutos. Em seguida, foram
mantidas em camara de crescimento, com temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de
16 horas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com

5 repeticdes, contendo 10 segmentos em cada repeticao.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Micropropagacao a partir de gemas axilares.

Verificou-se que ap6s 30 dias de cultivo in vitro, houve resposta morfogenética
das gemas axilares mantidas em meio de cultura MS nas concentragdes de 3,0 e 4,0
mg L' de BAP, com resultados de 70 e 72% respectivamente de explantes
responsivos, ndo apresentando diferenca significativa no numero de brotos obtidos
entre as duas concentragdes (Tabela 1). Nao foi verificado nenhum resultado positivo
em relacdo as demais concentragdes utilizadas, ndo havendo assim resposta
morfogenética dos explantes de babosa em concentracées menores que 3,0 mg L™
de BAP e na auséncia de citocinina no meio de cultura. Resultado semelhante foi
obtido por Pasqual e Ando (1989) micropropagando Citrus sinensis, Al-Khayri & Al-
Bahrany (2001) em ensaios com Citrus aurantifolia, e Pereira et al. (1995) em
espinheira santa (Maytenus ilicifolia). Mohanty et al. (1998) também relataram a
importancia da citocinina na inducao de brotagdes de C. sinensis.

Segundo Pinto e Pasqual (1990), certos tecidos sintetizam as quantidades de
hormonios que necessitam, enquanto outros sao totalmente dependentes da adicao
exégena. O material vegetativo para multiplicar pode ser enquadrado em quatro
categorias: auséncia de regulador, presenca de citocininas, presenca de auxina,
interacdo entre auxina e citocininas. No presente trabalho, o material vegetativo
necessitou da presenca de citocinina para que ocorresse a proliferacao de brotagdes.

O maior numero de brotacdes foi obtido quando houve acréscimo nos niveis de BAP.
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Tabela 1. Resposta morfogenética de gemas axilares de babosa (Aloe vera L.) em

funcdo da concentracao de BAP, ap6s 30 dias de cultivo in vitro.

Concentracao de BAP Explantes Brotos/explantes
(mg.L-1) responsivos (%) responsivos (n2)

0,0 0,0b 0,0b

1,0 0,0b 0,0b

2,0 0,0b 0,0b

3,0 70,0a 3,0a

4.0 72,0a 3,0a

Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente (Tukey 0,05).

Conforme Capaldi (2002) a citocinina exdégena tem sido considerada
responsavel pelo estimulo ao desenvolvimento das brotagbdes laterais em muitas
espécies de plantas pelo aumento da atividade meristematica. Em estudos
comparativos de diferentes concentragées de nitrato e aménio no meio de cultura
para multiplicacéo de Cryptomeria japonica, os melhores resultados referentes a taxa
de formacao de brotacbes foram alcangados nos tratamentos com presenca de BAP.

Ap6s o seccionamento longitudinal dos brotos a média da taxa de
multiplicagdo aumentou, alcancando 4,5 e 4,3 brotos/explante nas concentracdes de
3,0 e 4,0 mgL" de BAP, respectivamente. Porem, ndo diferiu estatisticamente entre
si (Tabela 2).

Tabela 2. Niumero médio de brotos por explante apés 30 dias de cultivo e do
seccionamento longitudinal e repicagem para as concentracdes 3,0 e 4,0 mg L™ de
BAP.

Concentracao de BAP N2 de
(mg.L-1) brotos/explante

3,0 4,5a

4,0 4,3a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
significativamente (Tukey 0,05).

Numa projecdo de quantidade de brotos a partir de gemas axilares nessas

condi¢des descritas no presente trabalho, pode-se alcancar em 120 dias 150 brotos
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por gema axilar introduzida in vitro. Levando em consideragdo que cada planta
possui cerca de 10 gemas, pode-se alcangar um montante de 1500 brotos num
intervalo de 4 meses.

Pereira et al. (2000), avaliando a propagacao in vitro de chapéu-de-couro
Echinodorus cf. scaber, observaram que o numero de brotagdes e folhas aumentou
com o aumento dos niveis de BAP, ainda que o tamanho das brotacbes tenha
diminuido. Quando os explantes secundarios de chapéu-de-couro foram inoculados
em meio MS ausente de regulador de crescimento observou-se que nao houve
formacao de brotagdes. Nesse caso, o material vegetativo necessitou da presenca
de citocinina para que ocorresse a proliferacéao de brotacdes. Os segmentos nodais
cultivados em meio suplementado com BAP formaram brotacdes e estas foram
induzidas em todos os tratamentos em que o BAP foi utilizado, o que n&o foi
observado para a babosa, que ndo apresentou brotacées nas concentragdes de 1,0
e 2,0 mg L de BAP.

Figura 1. Multiplicacdo in vitro de Aloe vera L. a partir de gemas axilares. a)
entumecimento de gemas apo6s 15 dias de cultivo. b) brotagdo apos 30
dias de cultivo. c) brotacdo apds 30 dias de cultivo apresentando oxidacao

do explante. d) brotagdes multiplas ap6s 60 dias.
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Para a propagacao in vitro de figueira (Ficus carica L.), a adicdo ao meio de
cultivo de apenas BAP sem ANA proporcionou os melhores resultados, sendo o
maior nimero de brotos formados entre as concentracdes de 2,0 e 4,0 mg L. Nesse
caso o efeito benéfico do BAP na multiplicagdo das brotacdes pode ser relacionado
com a influéncia desse regulador de crescimento na divisdo celular e na quebra de
dorméncia das gemas axilares, até entdo inibidas pela dominéncia apical (Brum,
2002). Resultados semelhantes foram observados na multiplicacdo de macieira e
videira, onde o maior niumero de brotacdes foi induzido pela utilizacdo de BAP
isoladamente sem a presenca de demais reguladores.

Erig et al. (2002) avaliando a utilizagdo de BAP e AIB na multiplicagéo in vitro
da amoreira-preta Rubus idaeus concluiram que em relacdao ao BAP, até a terceira
semana de multiplicacédo, as concentragcdées de 2,0 e 4,0 uM foram responsaveis pelo
maior numero de brotacdes (0,67 e 0,87 respectivamente) e na quarta semana as
concentragdes de 2,0; 4,0 e 6,0 uM apresentaram resultados semelhantes.

Em estudos com aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All), Andrade et
al.(2000) também observaram que somente em concentracées mais elevadas de
BAP, em torno de 4,5 uM os segmentos nodal e apical apresentaram regeneracao
direta com média de 90%, sendo uma brotacdo por explante. Abaixo disso a alta
relagdo entre auxina e citocinina leva a maior formagéo de raizes em detrimento a
formacao de parte aérea, o que pode ter causado pouca formacao de brotos pela
necrose e morte dos explantes.

Silva et al. (2002) observaram que a aplicacado de BAP no meio de cultura
para a proliferacao in vitro de abacaxizeiro, aumentou o numero total de brotos até a
concentragdo maxima de 2,52 mg L, a partir da qual houve um efeito negativo. A
reducao do numero de brotos, apés uma concentracdo maxima de BAP, também foi
observada por Pasqual & Hoshika (1992) em trabalho testando o efeito de BAP sobre
a proliferacao in vitro de Gymnocalicium buldiamur L. De acordo com Guevara
(1987), existe uma concentracdo maxima para que se tenha uma resposta
satisfatéria no desenvolvimento de brotos, acima da qual ha um efeito inibitério,
provavelmente devido a fitotoxidez causada pelo regulador de crescimento.
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De acordo com Cantagallo et al. (2005) estudando a micropropagagcao de
citrumelo ‘swingle’ pelo cultivo in vitro de gemas axilares observaram que a adicéo de
BAP ao meio de cultura influenciou positivamente na inducdo de brotacdes, porém
com efeitos contrarios aos observados para a babosa. Segundo as avaliacoes
realizadas constatou-se que o maior numero de brotos de ‘swingle’ seriam obtidos na
concentragdo de 0,89 mg L' de BAP, notando-se uma tendéncia de reducdo de
brotacbes nas concentracdes superiores. Foi ainda observado que embora a
elevacao das concentracoes de BAP pudesse resultar em diminuicado do numero de
brotos, a auséncia desse regulador vegetal resultou em baixa producao de brotos.

Debiasi et al., (2004) avaliando a micropropagacdo de gengibre (Zingiber
officinalle) constatou que aos 30 dias de cultivo os resultados referentes as médias
do numero de brotagcbes mostraram que os tratamentos nado diferiram
estatisticamente entre si, porém o tratamento com adicdo de 1.0 mg L' de BAP ao
meio MS se sobressaiu em relacdo aos demais, com indugdo média de 4,1 novos
brotos. Resultado semelhante foi encontrado para Hypericum perforatum L. onde o
meio MS acrescido de BAP que apresentou maior nimero de brotos com até 11
brotos (Hypericum).

Inducao de organogénese a partir de segmentos foliares.

Com o intuito de induzir a formacdo de gemas adventicias a partir de
explantes ndo meristematicos, entdo se utilizou segmentos foliares. Os resultados
demonstraram que apdés 30 dias de instalacdo do experimento para inducao de
organogénese a partir deste tipo de explante nao foi observada a existéncia de
brotagdes provenientes dos explantes (Figura 2).
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Figura 2. Inducdo de organogénese a partir de segmentos foliares. a) Planta
estabelecida in vitro, utilizada como fonte de explante. b) Placa contendo
segmentos foliares em meio de cultura com carvdo ativado e
suplementado com BAP e com auséncia de formacdo de gemas

adventicias.

Apezzato-da-Gléria et al. (1999), encontraram resultados positivos em discos
de folhas de Passiflora edulis Sims f. flaricarpa Deg. e o adicionamento exdgeno de
BAP no meio MS foi fundamental para a resposta organogenética. Ja Almeida et al.,
(2003) utilizando discos foliares em quatro variedades de Citrus sinensis L. Osbeck,
encontraram resposta positiva apenas para laranja ‘Hamilin’ com a adicado de BAP
(1,0 e 2,5 mg L"), embora com baixo nimero de gemas adventicias.

A utilizacdo de explantes ndo meristematicos € importante em técnicas
biotecnoldgicas como a transformacdo genética via Agrobacterium, em virtude de
evitar ou minimizar a obtencao de plantas quiméricas (Cervera et al., 1998).

CONCLUSOES

e A multiplicagao in vitro de gemas axilares de Aloe vera L. constitui-se em um

processo possivel e viavel nas condicoes avaliadas

e A adicdo de BAP ao meio de cultura influenciou positivamente na inducao de
brotacoes.
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e O maior numero de brotagcbes foi alcancado com a aplicacdo das
concentragdes de 3,0 e 4,0 mg L de BAP.

e E possivel obter 1500 plantas de babosa, partindo de uma Unica planta matriz,
num periodo de quatro meses.

e Nao houve resposta organogenética quando se utilizou segmentos foliares.
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DESENVOLVIMENTO, ENRAIZAMENTO E ACLIMATACAO DE MICROPLANTAS
DE BABOSA (Aloe veralL.)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e enraizamento in vitro bem
como a aclimatacao de brotacdes de babosa. Os brotos obtidos na multiplicagdo da
babosa foram transferidos para meio de cultura MS, acrescido de 30 g L™ de
sacarose e solidificado com agar (0,8%). No meio de cultura foram adicionados 1,0
mg L GAse 1,0 g L' de carvdo ativado, nas concentracdes de 3,0 e 4,0 mg L™ de
BAP. Apés 60 dias avaliou-se a percentagem de enraizamento, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz, altura da planta, nimero de brotos e o numero de folhas.
Na fase de aclimatacdo as microplantas desenvolvidas in vitro, foram lavadas em
agua corrente, a seguir transferidas para copos plasticos descartaveis (300 mL)
contendo terra vegetal autoclavada. Diariamente fazia-se uma irrigacdo deixando a
planta descoberta por alguns minutos, sendo que este tempo era aumentado
gradativamente a cada dia. As avaliacées do experimento foram efetuadas apés 30
dias de cultivo. As variaveis analisadas ndo apresentaram diferengas significativas
nos seus resultados quando se testou as diferentes concentracbes de BAP
associadas ao acido giberélico. Os resultados encontrados para as concentracoes de
3,0 e 4,0 mg. L' de BAP foram, respectivamente, de 100% de enraizamento para
ambos; 4,46 e 4,26 para o numero de folhas; 7,99 e 6,59 para o comprimento da
maior raiz e 6,64 e 5,72 para a altura de plantas. A aclimatacdo resultou em
sobrevivéncia de 100% de plantas. Tais resultados comprovam que nas condicoes
testadas, o desenvolvimento e a aclimatagdo das plantas de babosa sao
considerados satisfatorio.

Palavras-chave: BAP, Acido giberélico, Desenvolvimento in vitro.
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DEVELOPMENT, ROOTING AND ACLIMATION OF MICROPLANTS OF
BABAOSA (Aloe vera L.)

ABSTRACT

The objective of this wark was to evaluate the in vitro rooting, development, and
acclimation of babosa shoots. The shoots obtained from in vitro multiplication of
babosa were transferred for different MS media containing 3 and 4 mg.L™" of BAP,
and supplemented with 1 mg.L™" of GA;z and 1 g.L™ of activated coal. After 60 days, it
was evaluated the rooting percentage, number of roots and the length of the longest
root, plant height, number of shoots, and leaf number. In the phase of acclimation the
microplants developed in vitro were washed in running water and transferred to
plastic cups (300 ml) with autoclaved substrat. Daily, an irrigation was done,
uncovering the plants for a few minutes. This time was increased gradually for each
day of irrigation. 30 days after the beginning of the cultivation the experiment was
evaluated. The variables did not show any significant differences in relation to the
interaction of BAP and gibberelic acid. . For the 3 and 4 mg.L”' of BAP
concentrations, it were observed 100% of rooting capability, 4.46 and 4,26 for leaf
number, 7,99 and 6,59 for root length, and 6,64 and 5,72 for plant height,
respectively. The acclimation results in 100% of plant survivals. These results
support that, for he studied conditions, the development and acclimation of babosa
plants are satisfactory.

Key words: BAP, Gibberelic Acid, in vitro development.
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INTRODUGCAO

A Aloe vera mais conhecida como babosa, pertence a familia LILIACEAE, é
uma planta de origem africana mas muito cultivada no Brasil. Geralmente é
encontrada em jardins onde é apreciada como ornamental, porém apresenta uma
grande importancia como planta medicinal. Devido ao amplo espectro de aplicacoes
na area de saude humana, os produtos a base de babosa vém apresentando forte
expansao no mercado nacional e internacional (AGGARWAL & BARNA, 2004).

A grande maioria das plantas medicinais € coletada em habitat natural e por
maior que seja o numero de individuos numa localidade ndo é suficiente para
atender uma demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a espécie tem
multiusos. Apenas o cultivo sistematizado pode garantir producéo regular e em larga
escala. Para se estabelecer sistemas de cultivo adequados se faz necessério
material propagativo como sementes, tubérculos, estoldes, enfim algum tipo de
estrutura que permita a multiplicacdo da planta alvo. Muitas espécies medicinais
apresentam problemas com as sementes ou com partes vegetativas que limitam a
sua multiplicacao em larga escala. Assim, as técnicas de cultivo in vitro sao indicadas
para essas espécies (ARAUJO et al., 2002).

O sistema mais utilizado na micropropagacao € a proliferacdo de gemas
axilares, que utiliza como explantes iniciais o meristema propriamente dito e as
gemas apical e lateral, os quais sdo vantajosos por apresentarem um broto dormente
que ja esta diferenciado in vivo. Desta forma, o estabelecimento de uma planta
completa requer somente alongamento e diferenciagéo de raizes. Na propagagéao in
vitro, os reguladores de crescimento constituem uma etapa basica a ser abordada,
visto que a resposta das plantas a organogénese é dependente da interacao
auxinas: citocininas e do tipo de tecido utilizado (PIERIK, 1997). Segundo
Grattapaglia & Machado (1998), a adicao de reguladores de crescimento ao meio de
cultura tem o objetivo principal de suprir as possiveis deficiéncias dos teores
endogenos de hormbnios nos explantes que se encontram isolados das regides

produtoras na planta-matriz.
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Os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas que, apresentam
propriedades quimicas semelhantes a dos hormdnios vegetais (TOMBOLATO &
COSTA, 1998). As auxinas e as citocininas sdo as classes de reguladores de
crescimento mais utilizadas na cultura de tecidos. O tipo de citocinina e sua
concentracdo sao os principais fatores que influenciam o sucesso da multiplicacao in
vitro. Testes de diversas combinacdes de citocinina com outros reguladores de
crescimento sdo muito comuns para o0 ajustamento dos meios de cultura
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O BAP (6-benzilaminopurina) tem sido muito
eficiente na multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias em
diversas espécies (HU & WANG, 1983), e € a citocinina mais utilizada. Para
multiplicagdo em meio de cultura, em geral, suas concentragbes variam de 0,1 a 5
mg L™ (SANTOS et al, 2005). A formacao de raiz, parte aérea e calo em cultura de
tecidos sao regulados pela disponibilidade e interacdo dessas duas classes de
reguladores de crescimento (SKOOG & MILLER, 1957). O efeito desses reguladores
pode esta relacionado com os fatores genéticos proprios de cada espécie (ERIG &
SCHUCH, 2005). As giberelinas tém como principal efeito estimular o crescimento de
orgaos ja formados, mas podem inibir a iniciacdo de outros processos de formacao
de orgaos (TAlIZ & ZEIGER, 2004). As giberelinas incrementam tanto a divisao
celular quanto o alongamento das células formadas (ONO et al, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e enraizamento in vitro

bem como a aclimatacao de brotagdes de babosa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas,
do Centro de Ciéncias Agréarias, ambientais e Biologicas da Universidade Federal do
Recéncavo da Bahia.

Os brotos obtidos na multiplicacao da babosa foram transferidos para frascos
contendo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescidos de 30 g L' de
sacarose e solidificado com agar (0,8%). Em seguida, foram mantidas em camara de
crescimento, com temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas. No meio foi
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adicionado 1,0 mg L' GAse 1,0 g L de carvdo ativado mantendo nas concentragdes
de 3,0 e 4,0 mg L de BAP. N&o foi necessaria a adicdo de regulador de crescimento
para inducdo do enraizamento.

Ap6s 60 dias avaliou-se a percentagem de enraizamento, nimero de
raizes, comprimento da maior raiz, altura da planta, nimero de brotos e o nimero de
folhas. Os dados foram analisados estatisticamente e aqueles que apresentaram
diferenca significativa, foram submetidos a teste de Tukey a 5% de probabilidade no
programa SISVAR - Sistema de analises de variancia para dados balanceados.

Aclimatacao

As microplantas desenvolvidas in vitro, foram retiradas dos frascos de vidro e
lavadas em agua corrente para retirar o excesso de meio de cultura, a seguir
transferidas para copos plasticos descartaveis (300 mL) contendo terra vegetal
autoclavada. A passagem das plantas do ambiente in vitro, que apresenta alta
umidade relativa do ar, completa assepsia, iluminagao, temperatura e fotoperiodo
controlados, para o ex vitro deve ser gradual. Isto foi conseguido por meio da
disposicdo das plantas sob sacos plasticos, com luminosidade, temperatura e
irrigacao controladas, simulando a condicao do laboratério. Em seguida, procedeu-se
a remocao gradual do plastico, de forma a permitir que as plantas passem assim do
estado heterotréfico, no qual dependiam de um suprimento externo de energia, no
caso a sacarose, para o estado autotréfico, em que se faz necesséria a realizagéao de
fotossintese para sobreviver. As avaliagdes do experimento foram efetuadas apés 30
dias de cultivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de desenvolvimento in vitro da babosa (Aloe vera L.), as
brotacbes apresentaram um bom desempenho tanto no desenvolvimento da parte
aérea quanto no radicular, verificou-se uma percentagem de 100% de plantas
enraizadas (Tabela 1 e Figura 1).
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Tabela 1. Altura média das plantas, numero médio de folhas, percentagem de
enraizamento e comprimento da maior raiz de plantas de babosa (Aloe vera L.) ap6s
60 dias de cultivo.

Concentracao de Altura das N2 de % Comp.
BAP (mgL™) plantas (cm) folhas enraizamento maior raiz

3 6,64a 4,46a 100 7,99a

4 5,72a 4,26a 100 6,59a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente (Tukey 0,05%).

Figura 1. Desenvolvimento in vitro e aclimatacao de plantas de babosa. a)
Microplanta desenvolvida de babosa; b) Microplanta regenerada
com raiz apdés 60 dias; c) Microplantas em condicbes de
aclimatacao; d) Planta aclimatada apds 30 dias de periodo de

aclimatagao.
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A adicdo de 1,0 mgL L' de GA; no meio de cultura promoveu o
desenvolvimento das plantas, que na auséncia do mesmo nao apresentaram
alongamento no desenvolvimento (dados nao apresentados). Segundo Grattapaglia
& Machado (1998), o efeito mais conhecido das giberelinas in vitro € no alongamento
das partes aéreas quando essas nao estdo em condi¢coes de serem individualizadas
para o enraizamento.

Mishra et al. (1999) descreveram o alongamento dos internédios de Emblica
officinalis Gaertn., quando utilizaram 1,0 mg. L' de GAs, enquanto 3,0 mg. L™ causou
desfolhamento de alguns explantes. Figueredo et al. (2001) também relataram a
necessidade do GA; para o alongamento das brotagées de Rollinia mucosa Jacq.

Yui et al. (1990), trabalhando com macieira, observaram que nao houve
diferenca significativa para os niveis de 0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg L' de GAs. Os
mesmos autores concluiram que o GA3 € dispensavel nos trabalhos de multiplicacao
da macieira in vitro, estando de acordo com as informacdes de Oliveira et al. (2001),
que trabalhando com Averrhoa bilimbi L. em meio de cultura contendo 1,0 mg. L' de
GA; verificaram que a presenca de giberelina pouco contribuiu para o crescimento
dos explantes, significando que as giberelinas ndo promovem respostas positivas.

Deccetti (2000) relatou o efeito prejudicial do GAs; no desenvolvimento de
brotagdes de Annona glabra L., além da ocorréncia de necrose apical e abscisdo
foliar.

Melo-Farias et al. (1998); Ochatt & Caso (1983) e George (1996) afirmam que
o efeito do GA3 na proliferacao de brotacdes varia conforme a interacao existente
com outros reguladores de crescimento, dependendo da espécie que esta sendo
micropropagada, dessa forma pode-se observar efeitos tanto positivos quanto
negativos na utilizagao de giberelina.

Assim como para o numero médio de brotagdes por explante (capitulo 1), as
demais variaveis avaliadas nao apresentaram diferencas significativas nos seus
resultados quando se testou as diferentes concentracées de BAP associadas ao
acido giberélico. Os resultados encontrados para as concentracées de 3,0 e 4,0
mg.L™" de BAP foram respectivamente de 100% de enraizamento para ambos; 4,46 e
4,26 para o numero de folhas; 7,99 e 6,59 para o comprimento da maior raiz € 6,64 e
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5,72 para a altura de plantas (Tabela 1). Tais resultados comprovam que nas
condicoes testadas o desenvolvimento das plantas pode ser considerado satisfatorio.
Nao houve fase de enraizamento, ou seja, as raizes foram emitidas
espontaneamente nao necessitando da adicdo de auxina para a indugdo das
mesmas, verificando-se que as dosagens de 3,0 e 4,0 mg L' BAP, 1,0 mg L' GAz e
1,0 g L™ de carvao ativado foram suficientes e satisfatérias para promover todas as
etapas de desenvolvimento das microplantas de babosa. Isto pode ter ocorrido
devido a presenca do carvao ativado que segundo Grattapaglia & Machado (1998) o
carvao simula a condicao de escuro na qual as raizes normalmente se desenvolvem
melhor, além de possuir efeito diluidor, retendo parte de todos os elementos que
compdem o meio, adsorvendo compostos fendlicos inibidores do enraizamento.

Pio et al. (2002), verificaram que a adicdo de sacarose ao meio de cultura
pode atuar como substrato para o processo de respiracdo celular, fornecendo
energia para o0 processo de rizogenese, condicdo essa de vital importancia. A
presencga de carboidratos no meio tem demonstrado ser essencial para a inducao e
desenvolvimento de raizes in vitro, 0 que pode ocorrer mesmo sem a presenca de
auxina como foi observado no presente trabalho para a babosa.

Cantagalo et al. (2005), observaram que para a micropropagacao de
citrumelo, variagdes na concentracdo de BAP no meio de cultura ndo influenciaram o
nuamero de brotos enraizados. E no que diz respeito as variaveis comprimento médio
das raizes, altura de plantas e numero médio de folhas, o tratamento sem adicao de
BAP promoveu resultados superiores aos demais tratamentos.

Todas as plantas enraizadas foram aclimatadas apresentando pleno
desenvolvimento e adaptacdo ao ambiente natural, prontas para serem retiradas dos
recipientes plasticos e transferidas para o solo.

CONCLUSOES

e As plantas de babosa apresentaram desenvolvimento satisfatério nas

condicdes utilizadas no trabalho.
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e Nao houve necessidade da fase de enraizamento com o adicionamento de

auxinas.

e Todas as plantas sobreviveram apds o processo de aclimatagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao aumento da demanda por plantas medicinais e sua aplicagdo na
medicina humana, faz-se necessario o direcionamento das pesquisas no sentido de
garantir a produgdo de matéria-prima suficiente para atender as exigéncias do
mercado.

Além de viabilizar a exploracédo deste material, técnicas de producédo em larga
escala irdo garantir a conservacao das espécies em seu habitat natural sem o risco
de serem extintas.

Uma vez que a maioria das espécies exploradas precisa ser multiplicada em
grande quantidade, as técnicas de multiplicacao in vitro constituem-se em alternativa
adequada e viavel para a aquisicdio de mudas de alta qualidade fitossanitaria
produzidas em curto espaco de tempo.

Durante o desenvolvimento deste trabalho procurou-se avaliar as condi¢des
de propagacao in vitro que fossem capazes de garantir resultados satisfatérios para
o estabelecimento de um protocolo de multiplicagéo da Aloe vera L..

Para a multiplicacao in vitro desta espécie foi eficiente a utilizacdo de gemas
axilares introduzidas em meio MS com a adi¢do da citocinina BAP, o que promoveu
maior nimero de brotacdes, nas concentracées 3,0 e 4,0 mg. L'. Para o
desenvolvimento destas, foi demonstrado que é possivel obter-se plantas aptas para
a aclimatacao utilizando-se GAz no meio de cultura. O meio utilizado no
desenvolvimento das plantas contendo carvdo ativado para controle da oxidagao,
possivelmente induziu o enraizamento das brotagdes. Desta forma, torna-se

dispensavel a utilizacdo de auxinas na fase de enraizamento.
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Com os resultados obtidos verificou-se que a babosa é uma espécie de facil
aclimatacao, com sobrevivéncia de 100% das plantas.

O protocolo desenvolvido neste trabalho pode ser utilizado como base para a
obtencdo de grande quantidade de mudas de Aloe vera L. com o objetivo de suprir

as necessidades crescentes no mercado farmacol6gico e de cosméticos.



