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RESUMO

O  jambú  é  uma  planta  medicinal ,  cul tivada  pr incipalmente  no  Norte  do

País ,  mais  precisamente  no  Pará.  O  extrato  de  suas  folhas  possui

propriedades  anestésicas  sendo  uti l izada  no  tratamento  de  males  da

boca  e  da  garganta,  bem  como  para  dor  de  dente .  Também  possui

at ividade  antifúngica,  antibacteriana,  anti inf lamatória,  analgésica  e

larvicida.  Tal  planta  ainda  é  mui to  uti l izada  como  condimento  na

culinária  da  Região  Amazônica ,  principalmente  no  preparo  do  famoso

“ tacacá” .  O presente trabalho teve como ob jet ivo estabelecer di ferentes

metodologias  para  o  cul tivo  in  vitro  de  segmentos  nodais  de  jambú.

Foram  testadas  di ferentes  concentrações  de  bioreguladores,  dentre

eles  o  AIA  (0;  0,5;  1,0;  3,0  mg.L - 1)  e  BAP  (0;  0,5;  1,5;  2,5;  5,0  mg.L -1 ) ,

d i ferentes  concentrações  de  sacarose  (0;  7,5;  15 ;  30;  45  g.L - 1)  e

dosagens de ni trogênio inorgânico (0; 5; 10;  20 e  40 ml.L - 1 )  e por úl t imo

foi  fei ta  a  aclimatização  das  plantas  micropropagadas,  testando

di ferentes  substratos  (plantmax®,  vermicul i ta  e  serragem).  O

del ineamento  experimental  foi  o  inteiramente  casualizado,  com  20

repetições  de  cada  tratamento.  As  plantas  foram  aval iadas,  nos  dois

primeiros  experimentos,  aos  45  dias  e,  no  úl t imo,  aos  60  dias.

Constatou-se  que  a  adição  de  bioreguladores  inf luenciou  o

desenvolvimento  e  mul t ipl icação  dos  brotos,  sendo  os  melhores

resul tados obtidos entre  0,5  mg.L - 1 de AIA combinado com 1,5 mg.L - 1  de

BAP.  Modi f icações  tanto  nas  concentrações  de  sacarose,  como  nas  de

ni trogênio  inorgânico inf luenciaram o crescimento do jambú cul t ivado in

vitro .  As  concentrações  de sacarose  de  7,5  e  30  g.L- 1 ,  juntamente  com

as dosagens de nitrogênio  inorgânico de 10 a  20 ml.L - 1,  proporcionaram

os  melhores  resul tados  para  todas  as  característ icas  aval iadas.  O

substrato  plantmax®,  assim  como  a  vermicul i ta  e  a  serragem,  não

di fer iram entre  si ,  sendo  apropriados  para  a  aclimatização  de plântulas

de jambú.

Palavras-chave:  micropropagação,  jambú,  bioreguladores,  sacarose,
ni trogênio inorgânico, aclimatização
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ABSTRACT

The  jambú  is  a  medicinal  plant,  cul t ivated  mainly  in  the  North  of  the

Country,  more  necessari ly  in  Pará.  The  extract  of  i ts  leves  possess

anestheti cal  propert ies  being  used  in  the  treatment  of  males  of  the

mouth  and  the  throat,  as  well  as  for  tooth  ache.  Also  it  possess

anti fungal ,  antibacter ial ,  anti inflammatory,  analgesic  and  larvicidal

activi ty.  Such plant  s ti l l  is very  used as condiment  in  the  cookery  of  the

Amazon Region,  mainly  in the  preparation  of  the  celebri ty  “ tacacá” .  The

present  work  had  as  ob jective  to  establ ish  different  methodologies  for

the cul ture  in  v itro  of nodal  segments of  jambú.  Di fferent  concentrat ions

of  bioregulators  had  been  tested,  amongst  them  AIA  (0;  0,5;  1,0;  3,0

mg.L- 1 )  and  BAP  (0;  0,5;  1,5;  2,5;  5 ,0  mg.L - 1) ,  di fferent  concentrat ions

of  sucrose  (0;  7,5;  15;  30;  45  g.L - 1)  and inorganic  ni trogen (0;  5;  10;  20

and  40  ml .L - 1)  and  f inal ly  was  made  the  acclimatization  of  the

micropropagated  plants,  testing  di fferent  substrates  (plantmax®,

vermiculi t  and  sawdust).  The  experimental  del ineation  was  enti rely

randomized,  wi th  20 repeti tions of  each treatment.  The plants  had been

evaluated,  in  the  two  fi rst  experiments,  to  the  45  days  and,  in  the  last

one,  to  the  60  days.  One  evidenced  tha t  the  addi t ion  of  bioregulators

inf luenced  the  development  and  mul t ipl ication  of  the  shoots,  being  the

best  ones  resul ted  gotten  between  0,5  mg.L - 1 o f  AIA combined  wi th  1,5

mg.L- 1  o f  BAP.  Modi fications  in  such  a  way  in  the  concentrat ions  of

sucrose,  as in  the  ones of  inorganic  ni trogen had  inf luenced the growth

of  the  cul t ivated  jambú  in  v itro .  The  concentrat ions  of  sucrose  of  7,5

and  30  g.L- 1 ,  together  wi th  the  dosages  of  the  inorganic  nitrogen  of  10

and 20 ml.L - 1,  had  provided the best  ones resul ted  for  al l  the  evaluated

character ist ics.  The  substrate  plantmax®,  as  wel l  as  the  vermiculi t  and

the  sawdust,  had  not  di ffered  between  i tsel f,  being  appropriate  for  the

acclimatization of jambú seedl ings.

Key  words:  micropropagated,  jambú,  bioregula tors,  sucrose,  inorganic
ni trogen, accl imatization

xiii

http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22


1. INTRODUÇÃO

A  Região  Amazônica  possui  a  maior  diversidade  do  mundo,

estimada  em  cerca  de  20%  do  número  total  de  espécies  do  planeta.

Esse imenso patr imônio genético, já  escasso nos países desenvolvidos,

tem  na  atual idade  valor  econômico-estratégico  inestimável  em  varias

atividades,  mas  é  no  campo  do  desenvolvimento  de  novos

medicamentos onde reside sua maior  potencial idade (CALIXTO, 2003).

Nos  úl t imos  vinte  anos  o  número  de  informações  sobre  plantas

medicinais  tem  crescido  em  torno  de  8%  anualmente.  Em  um  país

biologicamente  tão  r ico,  mas  com  ecossistemas  tão  ameaçados,

pesquisas  com  plantas  medicinais  devem  ser  incentivadas  (DI  STASI,

1996).

Outro  fator  relevante  em  plantas  medicinais  é  a  práti ca  de

extrat ivismo  que  abastece  o  mercado  popular  de  plantas.  A  coleta

indiscr iminada  tem  levado  à  extinção  de  diversas  populações  naturais

(MARTINS, 1996). 

O  jambú  é  uma  espécie  medicinal  cul t ivada  no  norte  do  País,

onde  suas  folhas  são  uti l izadas  no  tratamento  de  males  da  boca  e  da

garganta, bem como  anestésico para dor-de-dente, e o chá das folhas é

uti l izado  contra  anemia,  escorbuto,  desdizia ,  est imulante  da  at ividade

gástr ica  e  no  combate  à  tuberculose  (LORENZI;  MATOS,  2002).  Além

disso,  esta  espécie  é  frequentemente  ut i l izada  como  importante

componente  de pratos t ípicos da cul inária amazônica  por  ser  uma  fonte

r ica em cálcio, fósforo e ferro (REVILLA,  2001).

Essas plantas são coletadas em seu habi tat natural  e na maior ia

das  vezes  o  número  de  indivíduos  em  determinada  local idade  não  é

suficiente  para  atender  uma  demanda  constante  em  larga  escala.  Para

resolver  isso,  apenas  o  cul t ivo  sistematizado  pode  garanti r  um  padrão

de produção.

Nesses  casos,  para  a  manutenção  de  programas  de  cult ivo

economicamente  viáveis,  torna-se necessária,  a  renovação  das  plantas

quando  se  deseja  manter  a  al ta  produtividade  dos  consti tuintes  at ivos,
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uma  vez  que  o  decl ínio  no  teor  de  pr incípios  at ivos  ou  de  óleos

essenciais em plantas medicinais é comum quando estas são cu lt ivadas

por longos períodos e submetidas a vários cortes.

A  micropropagação  é  a  técnica  de  maior  apl icabi l idade  da

cul tura de tecidos vegetal  e tem sido ut i l izada para mul t ipl icar centenas

de  espécies  medicinais.  Essa  técnica  é  usada  rot inei ramente  para

mul t ipl icar  genótipos  selecionados,  ou  para  substi tui r  acessos  que

tenham  adquirido  caracteres  indesejáveis  como  baixa  produtividade  e

susceptibi l idade à doenças.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer  di ferentes  metodologias  para  o  cul t ivo  in  vitro  de

jambú (Acmella oleracea (L.)  R. K. JANSEN).

2.2. Objetivos Específicos

-  Testar  o  efei to  de di ferentes  concentrações  de  bioreguladores,

dentre  eles  auxina  (AIA)  e  citocinina  (BAP)  para  o  desenvolvimento  in

vitro de plântulas de A .  o leracea (L.) ;

-  Veri f icar o efei to  de di ferentes concentrações de sacarose e de

ni trogênio inorgânico da fórmula  do meio  de cul tura Murashige &  Skoog

(MS)  na propagação  in  vitro de A .  o leracea (L.) ;

-  Testar  o  substrato  mais  propício  ao  favorecimento  da

acl imatização  de A .  o leracea (L.) ;

3
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1.  Descrição  Botânica  e  Habitat  do  jambú  (Acmella  oleracea  (L.)
R. K. Jansen)

3.1.1. Classificação Taxonômica

Filo:  Plantae

Divisão: Magnoliophyta

Classe: Magnol iopsida

Ordem: Asterales

Famíl ia: Asteraceae

Gênero: Acmella

Espécie: Acmella oleracea (L.)  R. K.  Jansen

3.1.2. Sinonímias

Spilanthes  oleracea  L.,  Cotula  pyrethar ia  L. ,  Pyrethrum

spilan thus  Medik,  Spilanthes  acmella  var.  oleracea  (L.)  C.  B.  Clark  ex

Hook F.,  Spilanthes fusca Mart (LORENZI; MATOS, 2002).

Bidens  ferv ida  Lan,  Bidens  fusca  Lan,  Isocarpa  pyrethrar ia  (L.)

Cass,  Spilanthes rad icans  Schrad ex D.C.,  Spilanthes  oleracea  β  fusca

(Lam.) D.C. (HIND; BIGGS, 2003).

3.1.3. Nomes populares

Essa  espécie  é  conhecida  pr incipalmente  como  jambú,

entretanto  vários  outros  nomes  são  usados,  tais  como  agrião-do-pará,

agrião-bravo,  botão-de-ouro,  jambuaçú,  abecedária,  agrião-do-brasi l ,

mastruço  e  agrião-do-norte  (DI  STASI,  2002),  jaguaçú,  erva-maluca,

jagurama (LORENZI; MATOS, 2002).

4
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3.1.4. Origem e Distribuição Geográfica

Nativo  da  Amazônia  Oriental ,  sendo  cul t ivado  em grande  escala

no Estado  do Pará,  Brasil ,  podendo ser  considerado  como  um provável

centro de diversidade (VILLACHICA, 1998).

Prov ided  by Missouri  Botanica l  Gard en

Figura 1:  Mapa de distribuição geográfica mundial  de jambú

(A. oleracea  L.) .

Fonte: www. mobot.org

Sua  distribuição  se  dá  pr incipalmente  em  Regiões  Tropicais,

onde  maior  parte  de  suas  populações  são  comumente  encontradas  na

América  do  Sul ,  pr incipalmente  no  Brasi l ,  Peru ,  Equador  e  em  países

do  Sul  da  Ásia  como  Índia  e  Nepal ,  além  do  Leste  Caribenho,  no

con junto de I lhas Windward (Figura 1).

5
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3.1.5. Características Morfológicas

É uma espécie  da Amazônia,  pr incipalmente  da região do Estado

do Pará  e  se mul t ipl ica tanto  por  sementes como por hastes enraizadas

(REVILLA,  2001).  É  uma  planta  herbácea,  perene,  de  20-40  cm  de

al tura,  semi-reta,  quase  rastei ra,  com  caule  ci l índr ico,  carnoso  e  de

ramos  decumbentes,  geralmente  sem raízes  nos  nós.  A raiz  principal  é

pivotante,  com  abundantes  ramif icações  laterais  (LORENZI;  MATOS,

2002).

As  folhas  são  simples,  opostas,  membranáceas,  pecioladas,

pecíolos  de  20-60  mm  de comprimento ,  achatados,  com sulcos  sobre  a

superfície,  l igei ramente  alados  e  pouco  pi losos.  O  l imbo  é  geralmente

oval,  com  53-106  mm  de  comprimento  e  40-79  mm  de  largura,

apresenta  base  truncada,  atenuada  na  parte  superior  da  folha  e  pêlos

esparsos  sobre  ambas  as  superfícies,  principalmente  sobre  a  nervura

central  da  folha.  As  folhas  possuem  ainda  glândulas  pilóricas,

unisseriadas,  de  bases  mul t icelulares,  levemente  protuberantes,

marrons,  com extremidades  unicelulares  longas,  delgadas  e  brancas.  A

borda  do  l imbo  é  dentada  e  o  ápice  é  agudo.  Os  fol íolos  são

trisseriados,  imbricados,  verdes,  lanceolados,  com  ápices  de  cor

púrpura  a  vermelho,  bordas  completas,  ci l iadas  e  de  ápices  agudos.

Apresentam de 5-6  fol íolos  externos com 5,8-7,3  mm de comprimento  e

5-6  fol íolos  internos  com  5,5-6,5  mm  de  comprimento.  Os  pêlos  são

translúcidos, unisseriados, curtos, de base pálea em ângulo reto, pouco

incl inado e ápice agudo (HIND; BIGGS, 2003).

As  inflorescências são  isoladas,  com capítulos  globosos  axilares

e  terminais  pedunculados.  Os  pedúnculos  apresentam  de  3,5-12,5  mm

de comprimento,  são  abracteolados  e  ocos,  de glabros a  esparsamente

pi losos e  os pelos são aglandulados.  Os capítulos apresentam de 10,5-

23,5  mm  de  al tura  e  11-17  mm  de  diâmetro,  são  pedunculados,

homogêneos e discóides (HIND; BIGGS, 2003).

As  flores  são  pequenas,  amareladas,  com  áreas  púrpuras

dist intas  na  pálea  do  cál ice,  bem  visível  em  capítulos  imaturos,

dispostas  em  capítulos  globosos  terminais  que  medem  cerca  de  1  cm
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de  diâmetro.  São  hermafrodi tas,  numerosas  (400  a  620)  e  férteis.  O

tubo da corola  mede entre  2,7-3,3 mm de comprimento , é verde, glabro,

reduzido  em  um  tubo  na  base.  O  tubo  mede  de  0,5-0,7  mm  de

comprimento  e  0,2-0,4  mm de diâmetro,  tem abertura  inflada de 2 ,2-2,6

mm de comprimento  e 0,5-1 mm de diâmetro. Os lóbulos da corola (4-5)

medem  de  0 ,5-0,6  mm  de  comprimento,  são  amarelos  e  de  inter ior

papi loso.  As anteras são ci l índr icas e  localizadas dentro  da abertura  da

corola (HIND; BIGGS, 2003).

O  fruto  é  um aquênio  pequeno,  com 2-2,5  mm de  comprimento  e

0,9-1,1  mm  de  largura,  com  pericarpo  cinza-escuro,  quase  preto,

parcialmente  envolvido  por  partes  membranáceas.  Está  resumido  a

duas  nervuras  marginais,  que  são  longi tudinalmente  alongadas,

ci l iadas,  completas,  de  faces  setul í feras,  com  pares  de  sétulas

descentralizadas e não divididas em ápices (HIND; BIGGS, 2003).

3.1.6. Características edafoclimáticas

Desenvolve-se  bem  em  zonas  com  cl ima  quente  e  úmido.  Nos

arredores  da  cidade  de  Belém,  Brasi l,  onde  o  jambú  é  cul tivado  mais

intensamente,  com temperatura  média  anual  de 25,9  ⁰C e  precipi tação

pluvial  de  2.761  mm/ano,  com  evapotranspiração  potencial  de  1.455

mm,  com umidade relativa  do ar  de 86% e  com 2.389  horas/ano de luz

solar.  Nessa  região, o  cul tivo  pode ser  estabelecido em qualquer  época

do  ano.  Com solos  argi lo-arenosos  e  ricos  em matéria  orgânica,  assim

como  em solos de terras al tas  não inundáveis,  são  adequados para  um

bom  desenvolvimento  da  espécie.  Tolera  solos  ácidos  (VILACHICA,

1998).
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3.1.7. A planta e seu Cult ivo

3.1.7.1. Métodos de Propagação

Pode  ser  propagado  por  sementes  ou  por  estacas  de  ramas.  A

propagação  por  sementes  é  o  método  mais  empregado.  A  estrutura

uti l izada  como  semente  corresponde  a  um  aquênio,  que  é  de  um

tamanho  pequeno  e  de  coloração  cinza  quase  preto.  O  peso  de  1.000

sementes é  de aproximadamente  0,2  g.  A germinação é  do t ipo  epígea.

Se  real iza  rápida  e  uni formemente  quando  as  sementes  são

sombreadas em ambientes com temperatura ent re  25 e 30⁰  C. Se inicia

quatro  dias  após  o  semeio  e  se  estabil iza  no  oi tavo  dia,  quando  a

germinação alcança um valor superior a 90% (VILLACHICA, 1998).

3.1.7.2. Práticas culturais e produção

O  cult ivo  pode  ser  sombreado  em  todos  os  meses  do  ano,  mas

tem maior  produtividade com uma folhagem de  maior  qualidade quando

se  semeia  no  f inal  do  período  chuvoso.  As  chuvas  intensas  pre judicam

o desempenho das plantas e  causam prejuízos ao produto  por  provocar

o  contato  das  ramas  e  folhas  com  o  solo.  As  semeaduras  desta

hortal iça  são  estabelecidas  normalmente  em  cantei ros  com  20  cm  de

al tura,  um  espaçamento  de  20  x  25  cm,  podendo  se  efetuar  o  semeio

direto  nos  cantei ros,  ou  em  bande jas  para  um  poster ior  repique  e

transplantá- lo  defini t ivamente  para  o  campo.  Quando  a  propagação  se

dá  por  estacas  ut i l izam-se  segmentos  de  ramas.  O  enraizamento  se

produz  de  10  a  15  dias  depois  de  colocadas  no  substrato.  As  estacas

são  colocadas  para  enraizar  di retamente  nos  canteiros.  Em  ambos  os

casos  é  necessário  que se  proteja  as estacas  da  radiação  solar  di reta,

podendo-se  uti l izar  cobertura  com  folhas  de  palmeiras  (VILLACHICA,

1998).
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3.1.8. Composição e Util ização

3.1.8.1. Composição química e valor nutricional

Estudos  f i toquímicos  revelam  a  presença  do  pr incípio  ativo

espilantol - isobuti lamina,  substância  responsável  pela  ação  anestésica

local ,  possui  0,7%  de  óleo  essencial  e  também  flavonóides  em  sua

consti tuição (LORENZI; MATOS,  2002),  além de saponinas,  espi lantina,

afinina, fi loster ina,  col ina e tr i terpenóides (DI STASI, 2002).

Segundo  Vulpi  (2007),  que  analisando  o  óleo  essencial  da

espécie,  constatou  que  tanto  no  caule,  como  nas  folhas  e

inf lorescências,  o  espilantol  foi  detectado  em  todos  os  órgãos  em

estudo,  indicando  a  importância  comercial  da  planta  na  produção  da

substância.

Como  toda  a  hortaliça  de  folhagem  possui  baixo  valor

energético.  Ë  um  alimento  pobre  em  vi taminas  (B1  e  B2)  e  uma

quantidade razoável de vi tamina C (Tabela 1).

Tabela  1:  Valor nutr i tivo de 100 g de folhas de jambú.

Componente Unidade Jambú
Água g 89,0
Valor energético cal 32,0
Proteínas g 1,9
Lipídeos g 0,3
Carboidratos g 7,2
Fibra g 1,3
Cálcio mg 162,0
Fósforo mg 41,0
Ferro mg 4,0
Vitamina B1 mg 0,03
Vitamina B2 mg 0,21
Vitamina C mg 20,0
Fonte: Vi l lachica (1998).
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3.1.8.2. Formas de util ização

É  uti l izada  pr incipalmente  como  condimento  na  cul inária  da

Região  Amazônica,  pr incipalmente  no  preparo  do  famoso  “ tacacá” ,

iguaria  esta  preparada  com  uma  mistura  bem  adocicada  de  tucupi ,

acrescentado  de  goma  (todos  os  dois  fei tos  de  mandioca),  e  após  isso

são  adicionados  folhas  e  ramas  de  jambú  e  camarão  (VILLACHICA,

1998).

Na  medicina  popular,  são  uti l izadas  todas  as  partes  da  planta

(folhas,  ramas,  inf lorescências  e  frutos).  Destas  partes,  são  fei tas

infusões  para  o  tratamento  de  males  da  boca  e  garganta,  tuberculose,

l i tíase  pulmonar,  est imulante  do  apeti te,  dispepsia,  malária,  antigr ipal ,

antiespasmódica,  antiasmática,  antianêmica,  antiescorbútica,  béquica

dentre out ros (LORENZI;  MATOS, 2002).

Di  Stasi  (2002)  relata  que  o  chá  ou  xarope  das  folhas  é

considerado  ú ti l  contra  tosses  e  problemas  hepáticos.  O  mesmo

misturado  com  folhas  de  amor-crescido  e  graviola,  é  uti l izado  contra

con juntivi te  e  o  preparado  com  folhas  de  arruda  é  indicado  contra

hemorróidas e helmintoses.

Também  possui  atividade  anti fúngica  (RANI;  MAURTI,  2006),

antibacter iana  (PRESSINI  et  al ,  2003),  anti inf lamatória,  analgésica

(CHAKRABORTY et al ,  2004) e larvicida (PANDEY, 2007).

Ensaios  farmacológicos  feitos  em  cobaias  constataram  que  o

extrato  causa  arr i tmia  cardíaca.  Quando  o  extrato  hexânico  é  injetado

no  tecido  intraperi tonial  induz  convulsões  e  tal  resposta  deu  inicio  a

novos  estudos  na medicina  sobre  o  tratamento  de epilepsia  (LORENZI;

MATOS, 2002). 

A espécie  é  promissora  também na  cosmética,  pois  estudos  têm

comprovado  que  o  óleo  essencial  tem  sido  eficaz  como  anti -sinais  da

pele,  que  atua  descontraindo  as  micro-tensões,  agindo  como  “anti -

rugas”  (ARMOND, 2007).
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3.2 Micropropagação

Micropropagação  é  a  propagação  vegetativa  in  v itro ,  e  recebe

este  nome  devido  ao  tamanho  dos  propágulos  uti l izados.  Esta  é  a

aplicação mais  práti ca da cul tura de tecidos (FEET, 2005).

Segundo  Engelmann  (1991),  a  clonagem  in  vi tro  é

part icularmente  úti l  para  a  conservação  das  espécies ameaçadas,  para

a  propagação  de  espécies  recalci trantes,  reprodução  de  espécies  que

se propagam vegetativamente e/ou de ciclo de vida longo.

A  apl icação  da  micropropagação  destaca-se  nos  trabalhos  de

hibr idação  e  desenvolvimento  de  novos  cul t ivares,  na  mul t ipl icação

segura  de  cul t ivares  dese jáveis,  na  propagação  rápida  com  alto

coeficiente  de  mul t ipl icação  e  conservação  de  patr imônio  genético  de

plantas ameaçadas de extinção (PEREIRA et al .,  2000).

Um  dos  quesi tos  para  a  apl icação  bem-sucedida  da  tecnologia

de  propagação  de  plantas  para  a  agricultura  é  a  capacidade  de

regenerar  mudas  eli te.  Durante  a  década  passada,  a  demanda  por

estas  plantas  nativas  em  larga  escala  industr ial  motivou  a  busca  de

novas  técnicas  de  micropropagação,  que  foram  desenvolvidas  para

suprir  as  exigências  do  constante  crescimento  comercial .  Assim,  a

real ização da  mul t ipl icação  in  v itro  de  um grande número  de  clones  de

plantas  com  característ icas  melhoradas  ganhou  impor tância  (BAIS  et

al . , 2000). 

Dentre  os  explantes  que  podem  ser  ut i l izados,  ápices

caulinares,  gemas  axi lares  e  mer istemas  isolados  são  os  mais

indicados  na  propagação  clonal  in  vitro ,  pois  eles  possuem

determinação  para  o  crescimento  vegetativo,  desenvo lvendo  plantas

sem  a  passagem  pela  fase  de  calo,  quando  em  meio  de  cul tivo

adequado (GRATTAPAGLIA;  MACHADO, 1998).

A  micropropagação  pode  ser  realizada  por  meio  da  cul tura  de

meristemas,  da  germinação  de  sementes  in  vi tro,  da  prol i feração  de

gemas  apicais,  axilares  e  adventícias.  Além  disto,  também  é  possível

produzir  plântulas  in  vi tro  a  part ir  da  regeneração  de  calos  e  por

embriogênese somática (KRIKORIAN, 1982).
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Por  ser  um  sistema  com  condições  ambiental  controlada  e

asséptica,  a  técnica  de  micropropagação  tem-se  mostrado  de  enorme

impor tância  prática,  devido  à  al ta  taxa  de  mul t ipl icação,  a  redução  do

espaço  para  a  conservação  e  a  el iminação  de  patógenos.  Além  disso,

permi te  a  fáci l  troca  de  acessos  entre  grupos  que  visam à  pesquisa  ou

tem in teresse comercial  (ENGELMANN, 1991).

Segundo  Torres  et  al . ,  (1998),  na  década  de  setenta ,  quando  a

micropropagação  ganhou  grande  impulso,  Murashige  (1974),

apresentou  o  concei to  de  estádios  de  desenvolvimento  no  processo  de

propagação  in  vitro .  Esse  esquema  padrão  para  sistemas  de

micropropagação  divide-se  em:  estágio  I,  quando  é  fei ta  a  seleção  de

explantes,  desinfecção  e  cul tura  em  meio  nutr i t ivo  sob  condições

assépticas;  estágio  II ,  quando  ocorre  a  mul t ipl icação  dos  propágulos

mediante  sucessivas  subcul turas  em  meio  próprio  para  a  mul t ipl icação

e,  estágio  II I ,  quando  é  fei ta  a  transferência  das  partes  aéreas

produzidas  para  o  meio  de  enraizamento  e  subseqüente  transplantio

das plantas obtidas para substrato ou solo.

O  sucesso  da  micropropagação  depende  não  só  de  fatores

inerentes ao tecido vegetal  (genéticos e f is iológicos) como,  também,  as

condições  térmicas  e  luminosas  em que  a  cul tura  é  mant ida  e  do  meio

de  cul tura  apropriado  que  permi te  a  indução,  a  mul t ipl icação  e  o

crescimento das brotações adventícias (NAGAO et al . , 1994).

Além de vários fatores como:  estado fisiológico da planta matr iz,

coleta  de  explantes,  ester i l ização  dos  meios  de  cul tura,  condições  de

incubação,  manipulação  de  subculturas  e  uso  de  reguladores  de

crescimento, meio  de cul tura, entre outros (GONZÁLES et al . ,  2004).

Há  grande  di f iculdade  de  se  obter  um  tecido  totalmente

descontaminado  nas  etapas  iniciais  para  algumas  espécies,

pr incipalmente  quando  estas  se  encontram  em  condições  naturais  de

campo.  Nesse  caso,  pode  ser  necessária  a  apl icação  de  alguns  pré-

tratamentos  com  substâncias  antimicrobianas  na  planta  matr iz

(GRATTAPAGLIA;  MACHADO, 1998).
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3.3. Meios de Cultivo

Os  meios  de  cul tura  são  consti tuídos  geralmente  por  água,  por

macronutrientes, onde os minerais são incluídos nos meios na forma  de

sais inorgânicos,  micronutr ientes,  carboidratos,  vi taminas e  mio- inosi tol

(TORRES et al . ,  1998).

De  acordo  com  Har tmann  et  al .  (1997),  vários  compostos

orgânicos  são  também  adicionados  ao  meio  de  cul tura  para  supri r  as

necessidades  metaból icas,  energéticas  e  estruturais  das  células,

complementando assim as substâncias biossintetizadas por elas.

Algumas  al terações  na  composição  do  meio  de  cu ltura  básico,

com  di luições,  podem  ser  fei tas  para  a  ot imização  de  protoco los  de

micropropagação  (GAMBORG  et  al . ,  1968).  Porém,  para  a  grande

maioria das plantas estudadas, somente os sais ut i l izados nos meios de

cul tura  não  são  capazes  de  induzir  certas  respostas  f is iológicas,

necessi tando  assim  da  ad ição  de  reguladores  de  crescimento  vegetal

no meio de cul tura.

As  exigências  nutricionais  requeridas  para  o  crescimento  de  um

tecido  em  condições  “ in  vi tro”  variam  de  espécie  para  espécie,  de

variedade  para  variedade  e  até  mesmo  dentro  da  própria  planta  o  que

torna  necessária  a  ot imização  dos  meios  de  cul tura  (NAGAO  et  al. ,

1994).

Os  carboidratos  fornecem  energia  metabó lica  e  esqueletos

carbônicos  para  a  biossíntese  de  aminoácidos  e  proteínas,

polissacarídeos  estruturais  como  celulose,  enfim,  todos  os

componentes  orgânicos  necessários  para  o  crescimento  das  células.  A

sacarose  é  o  carboidrato  mais  ut i l izado  nos  meios  nutr i tivos,  sua

concentração  também  é  um  fator  impor tante  para  obter  crescimento

ótimo, dependendo do explante (TORRES et al. , 1998).

Segundo  Pasqual  et  al .  (1997),  o  ni trogênio  di fere  dos  demais

nutr ientes porque depende da forma  como  é disponibil izado no meio  de

cul tura,  influencia  sensivelmente  tanto  no  crescimento  como  na

morfogênese  em  cul turas  in  v itro .  Praticamente,  todos  os  meios  de

cul tura fornecem N  disponível  na  forma  de  íons ni trato . Porem uma  vez
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dentro  da  célula,  o  ni trato  de amônia  (NH 4
+),  quando  fornecido sozinho

ao meio,  causa problemas de toxicidade. Por  isso ele é usado de forma

combinada com o ni trato (NO 3
-) .

3.4. Bioreguladores

As  plantas  naturalmente  possuem  em  sua  composição

substâncias  químicas  cuja  função  é  regular  processos  metabólicos

envolvidos  no  crescimento  e  desenvolvimento.  Essas  são  ativas  em

concentrações  mui to  baixas  nos  tecidos  e  são  conhecidas  como

hormônios ou substâncias de crescimento (HAVEN et al . ,  1996).

Existem também substâncias sintéti cas que, uma vez apl icadas a

plantas  in tei ras  ou  a  segmentos  de  tecidos  vegetais,  provocam

atividades  f isiológicas  simi lares  aos  hormônios.  A  estas  dá-se  o  nome

de reguladores de crescimento ou f i torreguladores (DAVIS at al . ,  1998).

As  ci tocininas  apresentam  um papel  importante  na  regulação  da

divisão celular e interagem com auxinas no controle de mui tos aspectos

do  crescimento  e  do  desenvolvimento  das  plantas.  A  formação  de

raízes,  parte  aérea  e  calo  em  cultura  de  tecido  são  reguladas  pela

disponibil idade  e  interação  dessas  duas  classes  de  reguladores  de

crescimento (FRANK; SCHMÜLLING, 1999).

Além  disso,  induzem  a  quebra  da  dominância  apical  e

prol i feração de gemas axi lares. Dessas, a  benzi laminopurina (BAP)  tem

sido  mui to  efi caz  na  mul t ipl icação  de  explantes  e  indução  de  gemas

adventícias,  além  de  ser  mais  barata  do  que  outras  ci tocininas

(GRATTAPAGLIA;  MACHADO, 1998).

As  auxinas  são  mui to  ut i l izadas  na  micropropagação  para

promover  a  formação  e  o  crescimento  de  calos,  de  órgãos e  de células

em  suspensão,  bem  como  regular  a  morfogênese,  especialmente

quando associada com ci tocininas. Um adequado balanço entre  auxinas

e  ci tocininas  estabelece  um  eficiente  controle  no  crescimento  e  na

di ferenciação das cul turas in vitro (PIERIK,  1990) .
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3.5. Aclimatização

A  técnica  da  micropropagação  geralmente  se  desenvolve  em

cinco  etapas,  as  quais  incluem  preparação  da  planta  matr iz,

isolamento,  mul t ipl icação,  enraizamento  e  aclimatização  (TORRES  et

al ., 1998).

Um  dos  entraves  desta  técnica  é  o  desenvolvimento  de  plantas

capazes  de  sobreviver  fora  dos  frascos  de  cul tura.  A  maior ia  das

plantas  derivadas  da  cul tu ra  in  vi tro  sof re  desidratação  nesta  fase  e

isto  é  crucial  durante  os  primeiros dias de  acl imatização (MALDA,  1999

ci tado por POMPELLI;  GUERRA, 2006).

A aclimatização consiste  em reti rar a plântula da condição in  v itro

e  transferi - la  para  casa  de  vegetação,  tendo  por  ob jet ivo  superar  as

di ficuldades  que  as  plântulas  obtidas  por  cul tura  de  tecido  enfrentam

quando são removidas do meio  de cul t ivo.  Esse processo é  crít ico, pois

a  plântula  passa  de  um  ambiente  de  baixa  transpiração para  outro  que

exige  maior  incremento ,  podendo  ocorrer  estresse  hídr ico,  há

passagem  de  um  estado  heterotróf ico  para  outro  autotróf ico,  a

disponibil idade  de  sais  é  di ferente  e,  f inalmente,  a  planta  sai  de  um

estado  asséptico  para  f icar  sujei ta  ao  ataque  de  microrganismos

saprófi tos  e  eventualmente  patogênicos  (GRATTAPAGLIA;  MACHADO,

1998).

Confundi-se  os  concei tos  acl imatação  e  acl imatização.

Acl imatação  é  um  termo  que  se  refere  ao  processo  no  qual  as  plantas

ou  outros  organismos  vivos  tornam-se  ajustados  a  um  novo  cl ima  ou

si tuação,  como  resul tado  de  um  processo  essencialmente  natural

enquanto  que  aclimatização  é  definida  como  a  transferência  de  um

organismo,  especialmente  uma  planta  para  um  novo  ambiente,  sendo

todo  o  processo  realizado.  A  acl imatação  é  um processo regulado pela

natureza,  enquanto  que  a  acl imatização é  um processo  controlado pelo

homem.  (PREECE;  SUTTER,  1991;  TOMBOLATO  et  al . ,  1998;

GEORGE, 1993 ci tado por ROCHA, 2007)

Este processo é necessário, pois plantas provenientes de cul tura

in  v itro  são sensíveis  e  tenras,  pois  não desenvolveram cutícula,  e  sua
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parede  celular  não  apresenta  r igidez  suficiente  para  se  sustentar.  As

folhas  são  delgadas  e  suaves  fotossintet icamente  inativas,  deixando  a

planta  em  franco  heterotrof ismo,  os  estômatos  não  operam

eficientemente  provocando  assim  estresse  nas  pr imeiras  horas  após

sair  dos  tubos  de  ensaio  (BRAINED;  FUCCHIGAMI,  1981  ci tado  por

MARCELO et al . ,  2003).

A acl imatização constitui  uma  etapa fundamental  na  produção de

plantas  obtidas  por  cul tura  de  tecidos,  uma  vez  que  as  condições  de

cul tura  in  vitro  modif icam  característ icas  bioquímicas,  anatômicas  e

morfológicas  das  plantas,  al terando  os  processos  fis iológicos  normais

(LUCAS et al . ,  2002).  Segundo Fernandes;  Corá  (2001),  a  ut i l ização de

substratos  no cul t ivo  de  plantas é  uma  técnica  amplamente  empregada

na  maior ia  dos  países  de  hort icul tura  avançada.  Fachinello  et  al . ,

(1995)  ci tado  por  Neto  et  al . ,  (2004),  af i rmam  ainda  que  o  mesmo

apresenta  várias  vantagens,  dentre elas a de exercer  a  função do solo,

fornecendo  à  planta  sustentação,  nutrientes,  água  e  oxigênio.  Quando

estes são usados na acl imati zação,  podem influenciar  as respostas das

plantas através de suas característ icas químicas, f ísicas e biológicas.

3.5.1. Substratos

Um substrato  é  formado de três fases: a fase sól ida, que garante

manutenção  mecânica  do  sistema  radicular  e  sua  estabi l idade;  a  fase

l íquida,  que garante  o  suprimento  de  água  e  nutrientes;  a  fase  gasosa,

que garante  o  transporte  de oxigênio  e  gás carbônico entre  as raízes e

a atmosfera (LEMAIRE, 1995 ci tado por SALVADOR; MINAMI,  2001).

Os  substratos  exercem  inf luência  signi f icat iva  na  arqui tetura  do

sistema  radicular  e  nas  associações  biológicas  com  o  meio,

influenciando o estado nutr icional das plantas e a translocação de água

no  sistema  solo-planta-atmosfera.  O  substrato  deve  ser  de  baixa

densidade  e  r ico  em  nutr ientes,  ter  composição  química  equi l ibrada  e

física  uni forme,  elevada  CTC,  al ta  capacidade  de  retenção  de  água  e

drenagem,  boa coesão  entre  as partículas ou aderência  junto  às  raízes
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e  ser  preferencialmente  estér i l  às  plantas  daninhas  e  com  boa  f lora

bacter iana (COUTINHO; CARVALHO, 1983).

Segundo  Marcelo  et  al .  (2003),  a  seleção  do  substrato  é  de

fundamental  importância no crescimento  e desenvolvimento  das plantas

micropropagadas,  podendo  inf luenciar  di retamente  no  sucesso  da

acl imatização.

Os  substratos  podem  ter  diversas  or igens,  ou  se ja,  animal

(esterco e  húmus),  vegetal  ( tortas,  bagaços,  xaxim e  serragem,  mineral

(vermiculi ta,  perl i ta  e  areia)  e  art i f icial  (espuma  fenól ica  e  isopor).

Entre  as  característ icas  dese jáveis  nos  substratos  pode-se  ci tar  baixo

custo,  disponibi l idade,  teor  de  nutr ientes,  capacidade  de  troca  de

cátions,  ester ibi l idade  biológica,  aeração,  retenção  de  umidade  e

uniformidade (GONÇALVES, 1995).
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4. MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos  foram real izados  em duas  etapas.  Na  primeira,

foi  realizado  o  cul t ivo  in  vit ro  da  espécie,  com  dois  experimentos:

indução  a  proli feração  de  brotos  através  do  uso  de  bioreguladores  e

determinação  da  concentração  de  sacarose  e  dosagens  de  ni trogênio

inorgânico no meio de cul tura. Na segunda etapa, o úl t imo experimento,

onde foi fei ta a acl imatização das plantas or iundas do cul tivo in  v itro .

4.1.  Propagação vegetativa  in  vitro  de jambú (Acmella  oleracea (L.)
R. K. JANSEN)

4.1.1. Insta lação e condução do experimento

Os ensaios exper imenta is  do cul t ivo  in  v itro  de  Acmella oleracea

(L.)  foram real izados no  Laboratór io  de  Cul tura  de Tecidos Vegetais  do

Insti tuto  de  Ciências  Biológicas  da  Universidade  Federal  do  Amazonas

(UFAM).

As  cul turas  foram  mantidas  em  sala  de  crescimento  sob

temperatura  de  25  ⁰C  (±2  ⁰C),  60%  (±5  %)  de  umidade  relat iva  e  16

horas  de  fotoperíodo  com  intensidade  luminosa  de  20  μ€ .s.cm - 2,

provenientes de duas lâmpadas f luorescentes brancas frias.

Todo  o  material  ut i l izado  nas  operações  foi  previamente

ester i l izado  e  a  inoculação  foi  efetuada  assept icamente  em  câmara  de

fluxo laminar do tipo horizontal .

O  meio  de  cul tura  ut i l izado nos  ensaios foi  o  MS  (elaborado  por

MURASHIGE;  SKOOG,  1962),  consti tuídos  por  sais  na  concentração

relacionados na Tabela 2. 

As  soluções  estoques  (macronutrientes,  micronutr ientes,

vi taminas  e  aminoácidos)  constituintes  do  meio  de  cul tura,  foram

preparadas  e  armazenadas  a  4  ⁰C.  As  soluções  estoques  dos

bioreguladores  foram  preparadas  no  mesmo  dia  de  sua  uti l ização  e

foram dissolvidas em KOH 1 N.
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Como  fonte  de  exp lantes  foram  uti l izados  segmentos  nodais  (1

cm  de  comprimento  e  sem  folhas)  de  plantas  de  jambú  cul tivadas  in

vitro, com idade de aproximadamente 30 dias e no quarto subcul t ivo.

Em todos os experimentos, os meios de cul tura, com pH a justado

para  5,7,  foi  adicionado  0,8%  de  ágar.  Após  fundido  em  microondas  o

meio  foi  distr ibuído em tubos de ensaio  (25  mm  e diâmetro,  150 mm  de

al tura) com 20 ml  de meio  por  tubo,  e  esteri l izado em autoclave a  121º

C e 1 atm de pressão durante 20 minutos.

Tabela  2:  Composição  do  meio  MS  (Murashige &  Skoog,  1962)  e  suas

respectivas concentrações.
C o mpo n ent e Fór mu la C o nc en t ra çã o  (m g.L - 1 )

M acro nut r ie n t es
N i t ra t o  de  am ôn i o N H 4 N O 3 16 50

N i t r at o  d e  po t ás s i o K N O 3 19 00
C l ore t o  d e  c álc io C aC L 2 .2H 2 O 44 1

S u l f at o  de  m ag n és i o M gS O 4 .7H 2 O 37 0
Fos f a t o  d e  p o tás s i o KH 2 PO 4 17 0

M icron ut r i en te s
Sul f at o  d e  m an g an ês MnS O 4 .H 2 O 1 6, 9

Su l f a to  d e  z i nc o Z nSO 4 .7H 2 O 8,6
Ác i do  bór ic o H 3 BO 3 6 ,2

I od e t o  d e  p ot ás s i o K I 0 ,8 3
M ol i b d at o  de  s ód i o N a 2 MoO 4 .2 H 2 O 0 ,2 5
C l or e t o  d e  c ob al t o C oC L 2 .6H 2 O 0, 02 5

S u l f at o  de  c ob re C u SO 4 .5H 2 O 0, 02 5
FeE DT A

S ód i o  ED T A N a 2 ED T A.2 H 2 O 3 7, 3
Su l f at o  d e  f er ro F eS O 4 .7H 2 O 2 7, 8

V i ta mi na s
Ác id o  n ic ot í n ic o C 6H 5 N O 2 0,5

C lo r i d r a t o  d e  p i r id ox i n a C 6H 12 C I N O 2 0,5
C l or i d r a t o  de  t i am i n a C 1 2H 1 8C L 2N 4 O S 0,5

G l ic i na C 2H 5 N O 2 2,0

Mi o- in os i t o l C 6H 12 O 6 10 0, 0

Out ros

A gar 8 . 00 0

S ac ar os e C 12 H 2 2O 11 30. 0 00
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4.1.2.  Experimento  1  -  Estabelecimento  de  culturas  e  indução  à

proliferação de brotos através do uso de bioreguladores

Explantes  já  estabelecidos  in  vi tro,  foram  repicados  e

transfer idos para meio  de cul tura para  indução à proli feração de brotos.

Estes foram inoculados em tubos de ensaio com meio MS suplementado

com  di ferentes  combinações  de  bioreguladores:  ácido-6-

benzi laminopurina (BAP)  e ácido-3-indolacético (AIA), respectivamente.

4.1.2.1. Delineamento experimental  e tratamentos

O  del ineamento  experimental  ut i l izado  foi  o  intei ramente

casual izado,  num  esquema  fator ial  de  4x5,  com  quatro  concentrações

de  AIA  (0,0;  0 ,5;  1,0  e  3,0  mg.L - 1)  e  cinco  de  BAP  (0,0;  0,5;  1,5;  2,5  e

5,0  mg.L - 1)  total izando  20  tratamentos,  com  20  repetições  por

tratamento  e 1 segmento  nodal por tubo.

4.1.3.  Experimento  2  –  Efeitos  de  diferentes  concentrações  de
sacarose e ni trogênio inorgânico  no desenvolvimento das plantas

Os  explantes  foram  introduzidos  em  tubos  de  ensaio  contendo

meio  MS  modi f icados  em  relação  a  di ferentes  concentrações  de

sacarose e dosagens de ni trogênio inorgânico.

As  soluções  estoques  de  todos  os  componentes,  incluindo

principalmente  (KNO 3 e  NH 4NO3),  foram preparadas  nas  concentrações

supraci tadas  na  Tabela  2.  Todos  foram  preparados  a  50x  maior  da

concentração  f inal  no  meio  MS.  Onde  principalmente  do  ni trato  de

amônio  ut i l izou-se  82,44g  e  o  ni trato  de  potássio  95,04g  os  dois

dissolvidos em 1 l i tro de água desti lada.
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4.1.3.1. Delineamento experimental  e tratamentos

O  delineamento  experimental  foi  o  intei ramente  casual izado,  num

esquema  fator ial  de  5x5,  total izando 25 t ratamentos,  com 20 repetições

por tratamento e 1 segmento nodal  por tubo.

Os tra tamentos  consist i ram em cinco di ferentes concentrações de

sacarose (0; 7,5; 15; 30 e 45 g.L - 1 )  e dosagens de ni trogênio inorgânico

(ni trato  de  amônio  e  de  potássio)  obtidas  de  acordo  com  diluições  ou

múlt iplos  das quantidades  existentes no meio  básico,  ou  se ja,  0,  5,  10,

20 e 40 ml.L - 1.

Os  demais  nutr ientes  minerais  e  orgânicos  não  foram  al terados,

uti l izando-se 20ml .L - 1.

4.1.4. Características avaliadas

Nos  experimentos  (1)  e  (2),  os  ensaios  foram  aval iados  aos  45

dias  de  cul tivo  in  vitro ,  nas  seguintes  caracterís ticas:  comprimento

médio  do broto (cm),  número  médio  de bro tos/explante  e  número médio

de brotos maiores de 1 cm de comprimento.

O  número  médio  de brotos/explante  e  o  número  médio  de brotos

maiores  de  1  cm,  foi  obtido  através  da  contagem  direta,  sendo  o

comprimento  médio de brotos medido através de régua mi l imetrada.

4.1.5. Análise estatística

As  anál ises  de  variância  e  os  testes  de  médias  foram  fei tos

uti l izando-se  o  software  Sistema  de  Análise  estatíst ica  –  SANEST

(ZONTA; MACHADO, 1991).

Os dados obtidos foram transformados em 5,0+x .

Por  se  tratarem  de  dados  quanti tat ivos,  os  mesmos  foram

submetidos à anál ise de regressão pol inomial .
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4.2.  Aclimatização  de  plantas  micropropagadas  de  jambú  (Acmella

oleracea  (L.)  R. K. JANSEN)

4.2.1.  Experimento  3  –  Util ização  de  diferentes  substratos  na
aclimatização das plântulas micropropagadas

4.2.1.1. Instalação e condução do experimento

Os  estudos  experimentais  de  aclimatização  de  Acmella  oleracea

(L.)  foram  real izados  em  Casa  de  Vegetação  do  Insti tuto  de  Ciências

Biológicas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Mudas  com  aproximadamente  60  dias  e  com  tamanhos  de  brotos

em  média  de  15  cm  foram  reti radas  dos  tubos  de  ensaio  e  após

lavagem  das  raízes  em  água  corrente  para  re ti rar  todo  o  meio  de

cul tura  aderido  às  mesmas,  foram  colocadas  em  tubetes,  em  casa  de

vegetação,  com  i rrigação  por  aspersão,  contendo  os  substratos

descri tos na tabela 3.

Tabela  3:  Subst ra tos  ut i l izados  na  acl imatização  do  jambú  (Acmel la

oleracea  (L.)  R. K. JANSEN). UFAM, Manaus – AM, 2008.

Tratamento Substrato
1 plantmax®
2 v erm icul i ta
3 ser ragem
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4.2.1.2. Delineamento experimental  e tratamentos

O  del ineamento  experimental  ut i l izado  foi  o  intei ramente

casual izado com 3 tratamentos (substratos) e 20 repetições, total izando

60 plantas.

4.2.1.3. Características avaliadas

Após  60  dias  de  cul t ivo,  as  mudas  foram  aval iadas  quanto  às

seguintes  variáveis:  taxa  de  sobrevivência  (%),  tamanho  da  planta

(cm),  peso  de  matéria  fresca  (g.planta - 1)  e  peso  de  matéria  seca

(g.planta - 1) .

A  percentagem  de  sobrevivência  foi  obtida  através  da  contagem

direta e a  al tu ra da planta medido através de régua mi l imetrada. O peso

de  matéria  fresca  foi  obtido  pela  pesagem direta  em balança  anal ít ica,

seguido  da  secagem  em  estufa  por  72  horas,  a  65⁰C  para

determinação do peso de matéria seca das plantas.

4.2.1.4. Análise estatística

As  anál ises  de  variância  e  os  testes  de  médias  foram  fei tos

uti l izando-se  o  software  Sistema  de  Análise  estatíst ica  –  SANEST

(ZONTA; MACHADO, 1991).

Os dados obtidos foram transformados em 5,0+x .

Por  se  tratarem  de  dados  qual i tativos,  os  mesmos  somente

foram comparados pelo teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. EXPERIMENT O 1

A  análise  de  variância  (Tabela  4),  mostra  que  houve  di ferença

signi f icat iva  a  nível  de  1%  e  5%  de  probabil idade,  para  comprimento

médio  e  número  médio  de  brotos  emit idos  por  exp lante,  tanto  em

função  da  presença  de  BAP  e  de  AIA,  quando  da  in teração  dos  dois

bioreguladores no meio de cul tura.

Para  a  característ ica  número  médio  de  brotos  maiores  de  1  cm,

houve  di ferença  somente  para  concentrações  de  BAP,  não  havendo

signi f icância para AIA,  assim como para a interação entre os dois.

Com  isso,  nota-se  que  o  desenvolvimento  de  gemas  axi lares

formando  brotações  e  o  comprimento  destas  foi  inf luenciado  pela

composição  do  meio  de  cul tura  com  presença  tanto  de  AIA  como  de

BAP.

Tabela  4 :  Resumo  das  anál ises  de  variância  para  comprimento  médio

de brotos (CB),  número  médio  de brotos/explante  (NB)  e  número  médio

de  brotos  maiores  de  1  cm  de  comprimento  (NB>1cm),  em  di ferentes

concentrações AIA e  BAP. UFAM, Manaus/AM, 2008.

Quadrados médios
Causas  da

Variação

G.L. CB NB NB>1cm

BAP 4 16,20* 1,66* 0,29n s

AIA 3 8,40* 0,23n s 0,28n s

BAP X AIA 12 1,66** 0,41* 1,31*
Resíduo 380 0,54 0,06 0,04

C.V (%) 24,00 17,52 16,35
*   s igni f i cat ivo a 1% de  probabi l idade

**  s igni f i cativo a 5% de  probabi l idade  
n s   não sign if icat iv o.
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Como  observa-se  na  Tabela  5  o  maior  comprimento  de  broto

(3,78  cm)  foi  ver i f icado  na  ausência  tanto  de  BAP  como  de  AIA,  ou

seja, no meio  de cul tura MS, na ausência dos dois bioreguladores. 

O  meio  em  que  houve  o  menor  comprimento  dos  brotos  foi  os

que continham as maiores  concentrações,  com 5,0  de BAP  mais  3,0  de

AIA,  com tamanhos de brotos de 1,77 cm.

Através  da  Figura  2,  nota-se  que  o  gráfico  teve  um

compor tamento  l inear  e  nos  meios  em  que  o  AIA  estava  ausente,  à

medida que se aumentava a  concentração de BAP no meio,  a tendência

foi  a  redução  do  comprimento  das  brotações.  Este  comportamento  é

observado  em  todos  os  outros  meios  em  que  ocorre  o  acréscimo  na

concentração  dos  dois  bioreguladores,  provavelmente  em  função  do

desbalanço hormonal  entre os dois.

A  tendência  de  diminuição  do  comprimento  da  brotação  pode

estar  l igada  ao  fato  de  que  as  ci tocininas  estimulam  a  maior  produção

de  partes  aéreas  até  uma  determinada  concentração,  o  que  varia  de

acordo  com  cada  espécie,  e  a  parti r  desta  concentração  ocorre  um

efei to  tóxico  que  se  caracter iza  por  fal ta  de  alongamento

(GRATTAGAGLIA;  MACHADO, 1998).

Hartmann  et  al .  (1999),  ainda  a fi rmam  que  isto  ocorre  em  razão

da  inibição  da  dominância  apical ,  resultando  no  desenvolvimento  de

brotações laterais pelo aumento  dos níveis de ci tocinina no meio.

Veri f ica-se  também  que  em baixas  concentrações  de  AIA  (0,5  a

1  mg.L - 1) ,  al iadas a  baixas  concentrações  de  BAP  (0,5  e  1,5  mg.L - 1) ,  o

desenvolvimento  das  plantas  foi  mui to  maior,  isto  porque  as  auxinas

são  responsáveis  por  controlar  vár ios  processos  dist intos,  tais  como

crescimento  e elongamento  celular, além de serem capazes de iniciar a

divisão  celular  e  estarem  envolvidas  na  origem  de  meris temas,

promovendo  crescimento  tanto  de  tecido  desorganizado  como  de

órgãos definidos (DUDLEY, 1998).

Ressal ta -se  também  que  em  todos  os  tratamentos  testados,  os

explantes  apresentaram  uma  espécie  de  calo  r íg ido  na  base,

di ficul tando  o  enraizamento  dos  mesmos.  Esse  aspecto  também  foi
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observado  por  Lemos  (2003),  ao  ut i l izar  AIA  em  trabalhos  de  indução

de brotos de Pimenta-do-reino.

As  auxinas  suplementares  aos  meios  de  cul tura  atuam  nos

processos de expansão,  alongamento  e  divisão celular, com reflexos no

enraizamento.  Entre  elas,  o  AIA  parece  ser  a  auxina  mais  eficaz  para

estimular  o  enraizamento  in  vitro,  embora  não  a  mais  ut i l izada  nos

protocolos  em  geral  .  Sendo  que  para  a  maioria  das  espécies  as

auxinas  exógenas  são  adicionadas  ao  meio  de  cul tura  na  fase  de

indução  de  raízes,  enquanto  que  na  fase  de  di ferenciação  dos

primórdios  e  crescimento  destas,  sua  presença  no  meio  de  cul tura

costuma  inibi r  o  processo  (HU;  WANG,  1983;  HOPKINS,  1999  citado

por POMPELLI, 2006).

Tabela  5:  Médias  do  comprimento  médio  de  brotos  (cm),  obtidos  in

vitro ,  em  di ferentes  concentrações  de  AIA  e  BAP.  UFAM,  Manaus/AM,

2008.

BAP (mg.L - 1 )

AIA

(mg.L - 1 )
0 ,0 0,5 1,5 2,5 5,0 Médias

0,0 3,78 Aa 3,68 Aa 2,60 BCb 3,32 Aba 2,49 Ca 3,17 A

0,5 3,75 Aa 3,29 ABa 3,70 Aa 3,28 Aba 2,70 Ba 3,34 A

1,0 3,22 Aa 3,33 Aa 3,41 Aa 3,32 Aa 2,39 Bab 3,13 A

3,0 3,29 Aa 3,07 ABa 2,65 ABb 2,55 Bb 1,77 Cb 2,67 B

Médias 3,51 a 3,34 ab 3,09 b 3,12 b 2,34 c

As  médias  seguidas  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  A IA  e  m inúsculas  para  BAP

não di f erem en t re si  na  mesma coluna pelo teste de  Tukey à  1% de signif i cância.

A  adição  de  BAP  foi  responsável  pela  redução  do  comprimento

das  brotações.  Embora  o  BAP  seja  ut i l izado  na  maior ia  dos  sistemas

experimentais  in  vi tro,  ver i f ica-se  que  as  cul turas  apresentam

di ferentes  sensibi l idades  a  essa  ci tocinina  dependendo  do  meio  de

cul tura ut i l izado e da fase de cu lt ivo.
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Em  diversas  espécies,  foi  observado  que  a  exposição  a  al tas

concentrações de BAP pode levar ao acúmulo de ci tocinina,  o  que inibe

o  crescimento  da  parte  aérea,  sendo  esta  inibição  caracter izada  pelo

entumescimento  e  ausência  de alongamento,  encurtamento  de entrenós

e  engrossamento  exagerado  dos  caules Mal ik,  (2005),  ci tado por  Lima;

Moraes (2006).

Para  a  característ ica  numero  médio  de  brotos,  a  Tabela  6,  nos

mostra  que  meio  em  que  obteve-se  maior  número  foi  o  com

concentração  de  0,5  mg.L -1  de  AIA,  que  promoveu  inicialmente  1,89

brotos/explante. 

Tabela 6:  Médias do número  médio  de brotos/explante,  obtidos in  v itro ,

em di ferentes concentrações AIA e BAP. UFAM, Manaus/AM, 2008.

BAP (mg.L - 1)

AIA

(mg.L - 1 ) 0 ,0 0,5 1,5 2,5 5,0 Médias

0,0 1,78 Aa 1,32 Ba 1,24 Ba 1,37 Ba 1,34 Ba 1,41 AB

0,5 1,89 Aa 1,22 Ca 1,34 BCa 1,44 BCa 1,49 Ba 1,47 A

1,0 1,71 Aa 1,27 Ba 1,39 Ba 1,40 Ba 1,35 Ba 1,43 AB

3,0 1,26 Bb 1,33 ABa 1,37 ABa 1,30 ABa 1,53 Aa 1,36 B

Médias 1,66 a 1,29 c 1,34 bc 1,38 bc 1,43 b

As  médias  seguidas  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  A IA  e  m inúsculas  para  BAP

não di f erem en t re si  na  mesma coluna pelo teste de  Tukey à  1% de signif i cância.

A  Figura  3  nos  mostra  que  o  meio  de  cul tura  em  que  o  AIA

estava  ausente,  o  comportamento  da  curva  é  quadrático ,  onde

inicialmente  houve  um  decréscimo  no  numero  de  brotos  à  medida  que

adicionava-se BAP  ao  contrar io  do  meio  com 3,0  mg.L - 1  de  AIA,  que  ao

adicionar-mos  BAP,  a  tendência  foi  o  aumento  l inear  no  número  de

brotos.
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Através  da  Tabela  7,  a  formação  de  brotos  maiores  de  1  cm  de

comprimento  foi  obtida  no  meio  com  presença  somente  de  BAP,  na

concentração de 1,5 mg.L - 1,  com 1,41 brotos/explante. 

Pela  Figura  4,  nota-se  que  através  da  anál ise  de  regressão,

todos  os  meios  em  que  o  AIA  estava  presente,  as  curvas  não

mostraram  signi f icância,  e  somente  os  meio  em  que  havia  BAP,  houve

em  acréscimo  no  numero  de  brotos  maiores  de  1  cm  à  medida  que

também adicionava-se BAP ao meio.

Tabela  7:  Méd ias  do  número  médio  de  brotos  maiores  de  1

cm/explante,  obtidos  in  v itro ,  em di ferentes  concentrações  de  auxina  e

ci tocinina . UFAM, Manaus/AM, 2008.

BAP (mg.L - 1)

AIA

(mg.L - 1 ) 0 ,0 0,5 1,5 2,5 5,0 Médias

0,0 1,22 A 1,27 A 1,24 A 1,34 A 1,32 A 1,28 A

0,5 1,24 A 1,18 A 1,34 A 1,29 A 1,36 A 1,28 A

1,0 1,13 A 1,24 A 1,41 A 1,38 A 1,34 A 1,30 A

3,0 1,21 A 1,26 A 1,35 A 1,27 A 1,28 A 1,27 A

Médias 1,20 b 1,24 ab 1,34 a 1,32 a 1,33 a

As  médias  seguidas  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  A IA  e  m inúsculas  para  BAP

não di f erem en t re si  na  mesma coluna pelo teste de  Tukey à  1% de signif i cância.

Ba ixas  concentrações  de  BAP  promoveram  maior  número  de

brotos em Ipeca (LAMEIRA et al. ,  1994),  Aroeira (ANDRADE et al . ,  200)

e  Abacaxi  (GUERRA  et  al . ,  (1999).  Sendo  também  efetivo  para  o

brotamento  in  vitro  de  Figo  (FRÁGUAS  et  al . ,  2004).  Mas  Sabá  et  al . ,

(2004),  trabalhando  com micropropagação de  Jaborandi ,  constatou  que

baixas  concentrações  de  ci tocininas  foram  efetivas  na  brotação  de

explantes in  vitro.
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0,5 AIA: Y = 3,69 - 0,18 x R2  =  0,74
1,0 AIA: Y = 3,47 - 0,17 x R2  =  0,67
3,0 AIA: Y = 3,22 - 0,29 x R2  =  0,97

Figura  2:  Efei to  das  di ferentes  combinações  de  BAP  e  AIA  no

comprimento  médio  de  broto  (cm)  de  jambú  (A.  oleracea  L.)  obtido  em

condições in  v itro .  UFAM, Manaus/AM, 2008.
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Figura  3:  Efei to  das  di ferentes  combinações  de  BAP  e  AIA  no  número

médio  de  brotos/explante  de  jambú  (A.  oleracea  L.)  obtido  em

condições in  v itro .  UFAM, Manaus/AM, 2008.
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Figura  4:  Efei to  das  di ferentes  combinações  de  BAP  no  número  de

brotos/explante  maiores  de  1cm  de  jambú  (A.  oleracea  L.)  obtido  em

condições in  v itro .  UFAM, Manaus/AM, 2008.
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5.2. EXPERIMENT O 2

Os  resultados  obtidos  através  da  anál ise  de  variância  e

regressão  tanto  para  tamanho  de  brotos  como  para  número  de  brotos

se encontram na Tabela 8.

Veri f icou-se  que  tanto  para  comprimento  médio  de  broto  como

para  número  médio  de  broto  e  brotos  maiores  de  1  cm/explante,  houve

di ferença  signi ficat iva  a  nível  de  1%  e  5%  de  probabi l idade,  entre  os

di ferentes  níveis  de  sacarose  e  ni trogênio  inorgânico,  como  também

para a interação entre esses dois fatores.

Com  isso,  observa-se  que  a  concentração  de  sacarose,  a

concentração de ni trogênio inorgânico, assim como a interação entre os

dois,  afe tou  signi f icamente  o  crescimento  e  a  morfogênese,  através  da

disponibil idade  e  pela  forma  na  qual  o  ni trogênio  inorgânico  e  a

sacarose foi fornecido ao explante.

Tabela  8 :  Resumo  das  anál ises  de  variância  para  comprimento  médio

de brotos (CB),  número  médio  de brotos/explante  (NB)  e  número  médio

de  brotos  maiores  de  1  cm  de  comprimento  (NB>1cm),  em  di ferentes

concentrações de sacarose e ni trogênio inorgânico. UFAM, Manaus/AM,

2008.

Quadrados médios
Causas da Var iação G.L. CB NB NB>1 cm
Sacarose 4 14,90* 0,10* * 2 ,87*
Nit rogênio 4 5,58* 1,37* 1,16*
S X N 16 1,00* 0,16* 0,33*
Resíduo 475 0,14 0,03 0,03

C.V (%) 21,05 12,22 14,34
*  si gnif i cat ivo a  1% de probabi l idade

**  s igni f i cativo a 5% de  probabi l idade
n s  não  s ignif i cativo.
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Na  Tabela  9,  observa-se  que  a  combinação  que obtiveram maior

comprimento  de  broto  foi  no  meio  de  cul t ivo  em  que  a  dose  de  30g.L - 1

de  sacarose  associado  a  5  ml .L -1  de  ni trogênio  no  meio  MS  (2,61  cm).

Nos  meios  com  valores  de  sacarose  7,5  g.L - 1 e  5  ml .L - 1  de  ni trogênio,

ainda  se  observa  também  um  crescimento  razoável  dos  brotos  (2,48

cm).

Na  Figura  5,  são  mostrados  os  efei tos  da  interação  entre

sacarose  e  ni trogênio  inorgânico.  Veri fica-se  que  o  modelo  quadrático

apresentou melhor ajuste aos dados obtidos.

Tabela  9:  Médias  do  comprimento  médio  de  brotos  (cm),  obtidos  in

vitro ,  em di ferentes concentrações de sacarose  e ni trogênio inorgânico.

UFAM, Manaus/AM, 2008.

Ni trogênio inorgânico (ml .L - 1)

Sacarose

(g.L- 1 ) 0,0 5,0 10 20 40 Médias

0,0 1,26 Ab 1,17 Ac 1,05 Ab 1,18 Ab 1,01 Ac 1,14  D

7,5 1,88 Ca 2,48 Aa 2,34 ABa 1,99 BCa 1,99  BCa 2,14  A

15 1,69 Ba 1,92 ABb 2,23 Aa 2,13  Aa 1,64  Bab 1,92  B

30 1,55  Bab 2,61 Aa 2,28 Aa 1,84  Ba 1,49 Bb 1,95  B

45 1,22 Cb 1,96 Ab 2,01 Aa 1,82 ABa 1,59 Bb 1,72  C

Médias 1,52 c 2,03 a 1,98 a 1,79 b 1,55 c

As  médias  segui das  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  SACAROSE  e  m inúsculas

para  NITROGÊNIO não di ferem ent re  si  na  mesma coluna pelo teste  de Tukey à  1%

de si gni f i cância.
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O menor  desenvolvimento  ocorreu na ausência de sacarose e 40

ml.L - 1  de  ni trogênio  presentes  no  meio,  com  1,01  cm  de  comprimento

para  novas  brotações.  Os  meios  com  concentrações  mui to  al tas  de

ni trogênio (40 ml.L - 1)  associadas as maiores doses de sacarose (45 g.L -

1 ) ,  também  propiciaram  as  menores  formações  de  brotos,  talvez  pelo

fato  de  que  os  mesmo  em  grandes  níveis  causem  efei to  tóxico  às

plantas.  Em  todas  as  concentrações  com  ausência  de  sacarose,  pode-

se observar que as plantas não desenvolveram raízes.

Isto  se  deve  ao  fato  de  que  no  cul t ivo  in  v itro  a  planta

desenvolvida é ineficiente na produção de substâncias energéticas para

a  manutenção  de  seu  crescimento  e  desenvolvimento  normal .  A

variação  na  dosagem  de  sacarose  influencia  di retamente  na  produção

de  biomassa,  tan to  da  parte  aérea  como  no  sistema  radicular

(BORKOW SKA;  SZCZERBA  1991;  CALVETE  et  al .,  2002  ci tado  por

TORRES  et  al. ,  1998),  mostrando  a  importância  dos  carboidratos  no

meio  para  o  completo  estabe lecimento  da  cul tura  in  v itro  de  mui tas

espécies.

O  que  também  pode  ser  observado  é  que  nos  tratamentos  em

que  o  ni trogênio  estava  ausente,  as  plantas  mostraram-se

amarelecidas,  característ ica  essa  que  é  sin toma  da  deficiência  do

nutr iente.  Segundo  Russowski  (2001)  ci tado  por  Maldaner  (2006),  isto

se  deve  ao  fato  de  que  o  mesmo  faz  parte  de  inúmeras  estruturas

orgânicas,  compondo  os  nucleotídeos,  que  formam  os  ácidos  nucléicos

(RNA e DNA), como também aminoácidos, que consti tuem as proteínas,

estando presente ainda na própria molécula de clorofi la.

Estes  resul tados  di ferem  dos  encontrados  por  Guimarães  et  al . ,

(1999),  que  registraram o  maior  comprimento  de brotos de samambaia-

espada  (Nephrolepsis  exal tata )  na  ausência  de  sacarose  e  a  5ml.L- 1 de

ni trogênio.  Oliveira  (1994)  veri f icou  que  no  crescimento  dos  brotos  de

crisântemo  (Dendranthema  grand if lo ra) ,  o  melhor  tratamento  foi  a

combinação  da  baixa  concentração  de  sacarose  associada  à  baixa

concentração  de  ni trogênio  no  meio  da  cul tura.  Estes  resul tados

demonstram  que  as  repostas  à  interação  entre  doses  de  ni trogênio  e

sacarose variam em função da espécie vegetal em questão.
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A otimização do número  de brotações são observados na Tabela

10  onde  a  maior  formação  de  brotos  ocorreu  na  concentração  de  7,5

g.L - 1 e  de  sacarose  e  20  ml .L - 1 de  ni trogênio  com  1,70  novos  brotos.

Nos  meios  com  valores  de  sacarose  de  30  g.L - 1 seguidas  de  40  ml.L -1

de  ni trogênio  ainda  se  observa  também  uma  formação  razoável  de

brotos (1,69 cm).

Tabela  10:  Médias  do  número  médio  de  brotos/explante,  obtidos  in

vitro ,  em di ferentes concentrações de sacarose  e ni trogênio inorgânico.

UFAM, Manaus/AM, 2008.

Ni trogênio inorgânico (ml .L - 1)

Sacarose

(g.L- 1 ) 0,0 5,0 10 20 40 Médias

0,0 1,54  Aa 1,53 Aa 1,40  Aab 1,54 Aa 1,54  Aa 1,51 A

7,5 1,20  Cb 1,47 Ba 1,58 ABa 1,70 Aa 1,56  ABa 1,50 AB

15 1,29  Bb 1,50 Aa 1,44  ABab 1,53 Aa 1,57  Aa 1,47 AB

30 1,22  Db 1,42 Ca 1,50  BCab 1,60 ABa 1,69  Aa 1,49 AB

45 1,27  Cb 1,40 BCa 1,34 Cb 1,59 Aa 1,56  ABa 1,43 B

Médias 1,31c 1,46 b 1,45 b 1,59 a 1,58  a

As  médias  segui das  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  SACAROSE  e  m inúsculas

para  NITROGÊNIO não di ferem ent re  si  na  mesma coluna pelo teste  de Tukey à  1%

de si gni f i cância.

O  metabol ismo  do  carbono  e  do  ni trogênio,  anal isados  sob

aspectos moleculares e  f is iológicos,  interagem com forte  correlação, na

qual a presença de carbono reduzido estimula tanto a expressão gênica
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como  a  at ividade  de  enzimas  da  assimi lação  do  ni trato  (CORUZZI,

2003).  Isto  é  demonstrado  quando  se  observa  que  à  medida  que  a

concentração  de  sacarose  aumenta,  é  aumentada  também  a  eficiência

na  assimi lação  do  ni trato,  o  que  proporciona  uma  quantidade maior  no

número de brotos.

Em  P.  glomerata  cul tivada  in  vitro Nicoloso  et  al . ,  (2001)

veri f icaram  que  o  número  de  brotações  tem  sido  o  parâmetro  de

crescimento  menos  variável  conforme  as  al terações  dos  nutr ientes  do

meio MS.

Tabela  11:  Médias  do  número  médio  de  brotos/explante  maiores  de  1

cm,  obtidos  in  vitro ,  em  di ferentes  concentrações  de  sacarose  e

ni trogênio inorgânico. UFAM, Manaus/AM, 2008.

Ni trogênio inorgânico (ml .L - 1)

Sacarose

(g.L- 1 ) 0,0 5,0 10 20 40 Médias

0,0 1,19  Aa 1,13  ABb 0,99 Bc 1,14 Abc 0,70  Cc 1,03 D

7,5 1,17  Ca 1,43  Ba 1,50  ABa 1,67  Aa 1,52  ABa 1,46 A

15 1,24  Ba 1,43  Aa 1,37  ABab 1,51  Aab 1,42  ABab 1,39 AB

30 1,19  Ba 1,36  ABa 1,38  Aab 1,50 Aab 1,35  ABab 1,36 B

45 0,94  Bb 1,27 Aab 1,28 Ab 1,38  Ab 1,31  Ab 1,24 C

Médias 1,14  c 1,33  b 1,31  b 1,44  a 1,26  b

As  médias  segui das  da  mesma  let ra,  maiúsculas  para  SACAROSE  e  m inúsculas

para  NITROGÊNIO não di ferem ent re  si  na  mesma coluna pelo teste  de Tukey à  1%

de si gni f i cância.
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0,0 N: Y = 1,41 + 0,03 x –  0,0009 x2  R2  = 0 ,66
5,0 N: Y = 1,37 + 0,08 x –  0,0017 x2  R2  = 0 ,61
10 N: Y = 1,31 + 0,09 x –  0,0017 x2  R2  = 0 ,71
20 N: Y = 1,37 + 0,05 x –  0,0011 x2  R2  = 0 ,63

Figura  5:  Efei to  das  diferentes  combinações  de  sacarose  e  ni trogênio

inorgânico no  comprimento  médio  de  broto  (cm)  de  jambú  (A.  oleracea

L.) obtido em condições in  vitro .  UFAM, Manaus/AM, 2008.
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10 N: Y = 1,43 + 0,009 x –  0,0002 x2  R 2  = 0,58
40 N: Y = 1,52 + 0,009 x –  0,0001 x2  R 2  = 0,59

Figura  6:  Efei to  das  diferentes  combinações  de  sacarose  e  ni trogênio

inorgânico  no  número  médio  de  broto/explante  de  jambú  (A.  oleracea

L.) obtido em condições in  vitro .  UFAM, Manaus/AM, 2008.
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40 N: Y = 0,89 + 0,049 x –  0,0009 x2 R 2  = 0,58

Figura  7:  Efei to  das  diferentes  combinações  de  sacarose  e  ni trogênio

inorgânico  no  número  médio  de  broto/explante  maiores  de  1  cm  de

jambú (A. oleracea L.) obtido em condições in  vitro .  UFAM, Manaus/AM,

2008.
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5.3. EXPERIMENT O 3

Através  da  Tabela  12,  podemos  afirmar  que  os  substratos

uti l izados  na  aclimatização  de  mudas  micropropagadas  de  jambú,  não

influenciaram de forma  signi ficat iva  no  crescimento,  desenvolvimento  e

sobrevivência  das  mesmas.  Assim,  os  resul tados  obtidos  através  das

análises de variância mostraram que nenhuma caracterís tica foi  afetada

signi f icamente,  ao  nível  de  5%  de  probabil idade  para  os  di ferentes

tipos de substratos estudados.

Har tmann  et  al .  (1990),  mencionam  que  os  principais  efei tos  dos

substratos  se  mani festam  sobre  as  raízes,  podendo  acarretar  algumas

influências  sobre  o  crescimento  da  parte  aérea.  Porém  neste

experimento,  não  foram  encontrados  diferenças  signi f icativas  na

porcentagem  de  sobrevivência,  tamanho  da  parte  aérea,  peso  de

matéria fresca e peso de matéria seca entre as diferentes composições.

Tabela  12 :  Resumo  das  anál ises  de  variância  para  sobrevivência  (S),

al tura  da  planta  (AP),  peso  matéria  fresca  (PMF)  e  peso  matéria  seca

(PMS)  de  plântulas  de  jambú  acl imatizadas  em  di ferentes  t ipos  de

substrato. UFAM, Manaus/AM, 2008.

Quadrados Médios

Causas da

Variação

G.L. S AP PMF PMS

Substrato 2 0,0133n s 0,1441n s 0,0179n s 0,0002 n s

Resíduo 57 0,058 4,333 0,057 0,002

C.V.  (%) 22,66 58,03 24,21 6,45
n s  não  s ignif i cativo.
* *  signi f icat iv o a 5% pelo  teste  de  Tukey.
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Observou-se  efei to  posi t ivo  na  aclimatização,  sobre  as  mudas

de  jambú  produzidas  in  vitro  (Tabela  13,  Figura  8  -  1A) .  Plantas

desenvolvidas  no  substrato  vermicul i ta  demonstraram  superioridade

com  a  maior  taxa  de  sobrevivência  (69%),  seguidas  das  plantas

cul tivadas  no  substrato  serragem  (64%).  Entretanto  no  substrato

plantmax®, houve a menor taxa de sobrevivência (58%).

Estes  resul tados  corroboram  com  os  encontrados  por  Nunes  et

al . ,  (1999),  que  veri f icaram  que  o  uso  da  vermicul i ta  proporcionou  um

maior  crescimento  do  sistema  radicular  e  melhores  condições  de

sobrevivência  das  plântulas  na  acl imatização  de  mudas

micropropagadas  do  porta-enxerto  de  maciei ra  “Marubakaido” ,  quando

comparado com o substrato comercial plantmax®.

Em  experimentos  também  real izados  por  Lemos  (2003),  que

testando  o  substra to  plantmax®  +  vermicul ita  (1:1)  e  somente

vermicul ita,  na  sobrevivência  de  plantas  micropropagadas  de  pimenta-

do-reino,  concluiu  que  o  substrato  vermicul i ta  foi  mui to  mais  e ficaz  do

que o outro composto.

Porém  di ferem  dos  resul tados  encontrados  por  W agner  (2001),

que  concluíram  que  o  aumento  na  proporção  da  concentração  de

vermicul ita  nos  substratos  houve  uma  diminuição  l inear,  não  sendo

recomendados  para  acl imati zação  de  plântulas  micropropagadas  de

amoreira-preta.

A  variação  na  al tura  das  plantas  durante  a  acl imatização

compor tou-se  semelhante  à  característ ica  anter ior  estudada.  Observa-

se  inicialmente  (Tabela  13,  Figura  8  -  1B) ,  a  superior idade  na  al tura

das  plantas  nas  mudas  desenvolvidas  no  substrato  vermicul ita  e

serragem (12,96 e  12,38 cm),  respectivamente.  Após isso, observam-se

resul tados infer iores as produzidas em plantmax® (11,75 cm) .

Segundo  Fi lgueira  (2000),  a  vermiculi ta  expandida  é  al tamente

vantajosa,  pois esse mineral  micáceo absorve até  cinco vezes o próprio

volume  da  água.  Além  de  conter  teores  favoráveis  de  K  e  Mg

disponíveis  apresenta  boa  retenção  de  nutr ientes  graças  à  elevada

capacidade de troca catiônica.
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O peso de matéria fresca e seca da parte aérea e das raízes das

mudas de jambú não di fer iu signi f icamente  em razão da variável  t ipo de

substrato ut i l izado (Tabela 13, Figura 9 –  2A e  2B).

De  acordo  com  os  resul tados,  as  plantas  estabelecidas  no

substrato  comercial  plantmax®  apresentaram  as  maiores  valores  para

matéria  fresca  e  seca  (0,53  e  0,08  g/planta),  seguidas  pelas  plantas

conduzidas  em substrato  vermicul i ta  (0,47  e  0,07  g/planta).  As  plantas

também  mostraram-se  mais  vigorosas  no  substrato  plantmax®,  como

observado na Figura 10.

Os  piores  resul tados  para  estes  parâmetros  foram  encontrados

nas  plantas  que  cresceram  em  serragem  (0,41  e  0,07  g/planta).  A

serragem  consiste  de  cascas  e  sobras  de  madeira  tr i turadas  ou

pulverizadas. Devido ao seu baixo  custo, leveza e  disponibi l idade, esse

material  é  mui to  ut i l izado.  Porem  existe  a  possibil idade  da  serragem

conter  materias  tóxicos  as plantas,  como  fenóis,  resinas,  terpenoides e

taninos,  por  isso  recomenda-se  um  curt imento  de  10  a  14  semanas

antes do uso (HARTMANN et al . , 1999).

Dentre  as  desvantagens  do  uso  da  serragem  tem-se  que  sua

estrutura  quebra-se  com o  uso,  dando  origem  a  partículas  mui to  f inas,

que comprometem a aeração (MARTINEZ; BARBOSA, 1999).

Em  estudos  relatados  por  Skrebsky  (2006),  que  testando

di ferentes  substratos  concluiu  que  de  todos  os  substratos  testados,  o

plantmax®  apresenta  valores  de  densidade  próxima  do  ideal ,

fornecendo boa estabi l idade às plantas.

Relata  ainda  que  foi  o  que  apresentou  maior  capacidade  de

retenção  de  água,  fato  que  pode  ter  contr ibuído  para  diminuir  as

elevadas perdas de água pela evapotranspiração.

Alem  destas,  foi  o  que  apresentou  maior  espaço  para  aeração,

fator este responsável  pe la manutenção de oxigênio nas raízes. 

Segundo  Hoffmann  (2001),  o  plantmax®  apresenta  vantagem

pela  sua uni formidade de composição química e  física, di ferente  do que

pode  ocorrer  com  o  solo  e  dist intos  materiais  orgânicos,  os  quais

podem variar mui to nas suas característ icas.
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O  substrato  plantmax®  também  foi  um  meio  apropriado  para  o

desenvolvimento  de  plantas  micropropagadas  no  cul t ivo  ex  vit ro  de

Porta-enxerto  para  pessegue iros  e  ameixeiras  (COUTO,  2003),  aloe

vera  (SILVA, 2007) e plantas de ginseng brasi lei ro (SKREBSKY,  2006).

Tabela  13 :  Médias  das  variáveis,  sobrevivência  (S),  al tura  da  planta

(AP) ,  peso  matéria  fresca  (PMF)  e  peso  matéria  seca  (PMS)  de

plântulas  de  jambú  acl imatizadas  em  di ferentes  t ipos  de  substrato.

UFAM, Manaus/AM, 2008.

Substratos S AP PMF PMS

(%) (cm) g.planta- 1

plantmax® 0,58 A 11,75 A 0,53 A 0,08 A

vermicul ita 0,69 A 12,96 A 0,47 A 0,07 A

serragem 0,64 A 12,38 A 0,41 A 0,07 A
As  médias  segu idas  por  let ras  dist intas  di f erem  ent re  si  ao  nível  de  1%  de

signi f icância pelo teste de Tukey.

Notou-se  também  que  as  plantas  re ti radas  do  cul t ivo  in  vit ro  e

transplantadas,  apresentaram  sistema  radicular  f ino,  frágeis  e

facilmente  quebráveis,  durante  a  ret i rada  do  ágar.  Alguns  autores

afi rmam  que  as  raízes  formadas  in  vi tro  não  são  funcionais,  por  lhes

fal tarem pêlos radiculares e conexão vascular e  por não desenvolverem

um  câmbio  secundário  após  o  período  em  cul tura.  Relatam  ainda  que

muitas  raízes  formadas  in  vi tro  morrem  e  novas  são  formadas  quando

transfer idas para  o  campo.  Contudo,  é  possível  que as raízes formadas

in  vi tro  possam  servir  de  sustentação  e  reserva  de  nutrientes  até  que

novas  raízes  se jam  formadas  (GEORGE,  1993;  DEBERGH;  MAENE,

1981 ci tado por POMPELLI;  GUERRA, 2006).
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Figura  8:  Sobrevivência  (1A)  e  Al tura  (1B)  de  plantas  de  jambú  em

diferentes substratos.  Manaus/AM, 2008.
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Figura  9:  Peso  de  matéria  fresca  (2A)  e  matéria  seca  (2B)  de  plantas

de jambú em di fe rentes substratos.  Manaus/AM, 2008.
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FIGURA 10:  Crescimento  de plântulas de  jambú  aclimatizadas  em casa

de vegetação em di ferentes substratos.  (a) Plantmax®, (b) vermicul i ta e

(c) serragem. UFAM, Manaus-AM, 2008.
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6. CONCLUSÕES

Nas condições em que foram conduzidos os experimentos,  pode-

se conclui r que:

A  adição  de  reguladores  de  crescimento  no  meio  de  cul tura  MS

influenciou  no  desenvolvimento  e  mul t ipl icação  de  plantas  de  Jambú

cul tivadas in  v itro .  

Mod if icações tanto  nas concentrações de sacarose,  como nas de

ni trogênio  inorgânico  influenciaram no  crescimento  do  Jambú  cul t ivado

in  v itro .

O  substrato  plantmax®,  assim como  a  vermicul i ta  e  a  serragem,

são apropriados para  a  acl imatização de  plântulas de Jambú cul t ivadas

in  v itro . 
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