Ldcia Handa', Tar:

? & Regina Quisen®

'Aluna do curso de Pés-graduacao em Ciéncias florestais INPA/FUA. ? Pesquisador do CPST/INPA,
’Pesquisadora da Embrapa Amaz6nie Ocidental. E-mail: thanda@bol.com.br

INTRODUGCAO ]

O pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) é uma espécie de notével valor econSmico na regisio
amazénica, no que se refere a producao de 6leo, do qual é extraldo o linalol, esséncia largamente
smpregada como fixador de perfumes pelas industrias de perfumarias de &mbito nacional e
internacional.

A incluso do peau-rosa na lista de espécie em risco de extingdo, justifica-se pelo fato de
Jue @ processo tradicional de exploracdo na floresta, que consiste no corte raso de &rvores
adultas, acabou provocando a reducdo de suas populagdes naturais e impassibilitando a
regeneragdo naturaldaespécie. '

A propapagscao da espécie seja via sementes, estacas ou mudas de regeneracio natural,
apresentam determinados fatores limitantes, tais como: a produc&o irregular de sementes,
dificuidade de acesso as populacfes remanescentes, a predacdo dos frutos por péssaros e a
baixa porcentagem de germinag &o das sementes {Aradjo, 1987; Alencar & Aratijo, 1980; Rosa at
al., 1993; Sampaio, 1988).

O desenvolvimento de técnicas de reproducas, a exemplo da cultura de tecidos, pode
contribuir para a reposic2o e sumento da produtividade de populac6es naturais através da
multiplicac@o de genétipos superiores. A aplicaco desta técnica em diversas espécies florestais,
tern demonstrado a possibilidade da obteng#o num curto espaco de tempo, de grandes
quarttidades de novas plantas a partir de um Unico explante em subcultivos periédicos,

O desenvolvimento de protocolos de propagagao in vitro de pau-rosa, além de possibilitar a
produg2o de uma maior quantidade de mudas a ser disponibilizados aos produtores, pode
contribuir para s sua reposicao através de plantios, contribuindo para a conservagBo da espécie e
diminuindo assim a press3o suas sobre as populagdes naturais.

OBJETIVO
O presente trabalho teve como ‘ estabel dologia para a

assepsia dos explantes de pau-rosa (Aniba msaaodom Ducke) que possa viabilizar a
culturain vitro desta espécie.

]

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Bictecnologia Vegetal da Embraps Amazdnia
Ocidental, localizado no Km 29 da Rodovia AM-010, Manaus, AM.
Os explantes e processos de assepsia utilizados estao descritos natabela 1.

TABELA 1. Experimentos de desinfestacio de explantes de pau-rosa (Aniba roseeodors Ducke)

Tipo de  Mdo de  Pré-tatamento

RES )

As culturas de &pices caulineres, segmentos nodais e discos foliares apresentaram 100%
de contaminacio por fungos e bactérias, sendo portanto os tratamentos aplicados ineficazes
para adesinfestag&o destes explantes nacultura in vitro de pau-rosa.

Quanto ao processo de assepsia dos &pices advindos de rebrota, observou-se que a menor
porcentagem de contaminacBo foi obtide com 33% de contaminac@o fungica e 29% de
contaminag 8o bacteriana rmediante a imers&o por 1 hora em soluc 3o contendo Agrimicina a 300
ma/, evidenciando que a adic&o de sulfate de estreptomicina foi eficaz no estabelecimento in
vitro das rebrotas de mudas. Entretanto s8o necessérios novos testes envolvendo combinacgdes
de concentragées e tempos de exposic8o com outros fungicidas e/ou bactericidas para melhoria
deste processo,

Os tratamentos da desinfestag8o dos embriSes de pau-rosa apresentaram diferencas
significativas na contaminat &o flngica, oxidac&o e sobrevivéncia destes explantes (Tabela 2).

TABELA 2. Efeito da concentrag8o de hipoclorito de s6dio a 50% por 10 minutos em diversas
concantragbes de sacaross @ agundp cbco na dasinfastaco de ambrides de Pau-rosa.

S A 2 Contaminapo (%) Onidagss Sobravivincia

Traments  NaOCI (%) Torpo (min) Secarose (%) Agus da cBes (mgh) e T R () prig
1 50 10 [ o 28 abe 0s 2 ahe 72 ebc
2 60 10 [¢] 10 10 be Os 3adbc 90 2b
a 50 10 o 20 0 ¢ Osa 4 abe 1008
4 §0 10 5 o 19 be de 0 < 71 ac
5 50 10 5 10 Wabe 4n 1 bc 70 abe
6 50 10 5 20 20 bc Oa 78 80 o
7 50 10 10 0 8 mbe 3e 1 b 42 s
] 50 10 10 10 3 abe 38 6ab 62 abc
9 50 10 10 20 M et 58 1 be 31 be
10 50 10 15 o 19 be Oa 2abc o1 &
1" 50 10 15 10 B8 ebc 8ea 4 abc 41 sbe
12 50 10 16 20 BOa 78 0 ¢ 11 X
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A sobrevivéncia do tratamento 3 foi de 100%, indicando que a desinfestac@o das
sementes com hipoclorito de sddio a 50% por 10 minutos foi satisfatéria na assepsia de
embri6es de pau-rosa.

Resultados similares foram observados por Gomes et al. {1997}, que trabalhando com
embrides de Cedrela odorata obtiveram 100% de germinag3c com assepsia em hipoclorito de
sédio {2%) e adic3o de 1% de sacarose em meio de culturs, enquanto que sementes e embrides
de pau-rosa (Aniba rosaeodors) tratados com temperatura (40°C por 30 minutos) e hipaclorito de
s6dio por 30 minutos obtiveram 95% de embrides assépticos [{Souza ef &f., 1997). Emembrides
imaturos de Coffea sp., a utilizac8o0 de 0,6% de bicloreto de mercirio proparcionou 100% de
embrides assépticos. {Raghuramulu, 1989 apud Andrade, 1998).

O controle da oxidacdo em explantes cultivados in vifro é um fator de fundamental
importancia pars o sucesso da cultura. Observa-se pela Tabela 2 que existem diferencas
significativas entre as médias, pelo teste de Tukey. Os tratamentas mais eficientes para reduzir a
oxidac3o dos explantes de pau-rosa foramo 4 e 0 12, indicando que nestes tratamentos ocarreu
uma menor liberaco de fendis no momento dainoculagao.

Aos 45 dias, os explantes Isentos de contaminac8o foram avaliados quanto a porcentagern
de germinac@o, existindo diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan

o
Eipet il Eaphrts:  Gikite Corvpo. Ao HoE apervtas e SAara e Pilkie | Ias !Tabe_la 3). O melhor tratamento foi 0 n°4, com suplememaqao de 20, mg/i de égue ge cége,
Iaboratbro induzindo 53% de germinacao. Os explantes avaliados apresentavam liberacso dos primérdios
Campo: Pré-tratamento com imers30 em Benomyl @00 mgA) por 16 h foliares e a formacao de radicula em alguns tratamentos, como 3,4, 5, 6, 7, 8 e 9, evidenciando
banomyi Etanol 70% + 2-3 gotas de Twesn 20/100 mL de solugso por 1 minuto & 30 & e
(150mghl  sedunass, Segtide dop,mm W46 55 o 6ie am chimars de ko laine Gom i que as concentrac8as de sacaro'se e de &gua dg c8co sdo fundamentais no estabelecimento de
o1 Apice Ms laboraério: de diferantes de embries de acordo com o estégio de desenvolvimentos dos mesmos.
benomyl (300 hipodorita de sbdio (mom a0, 10, 16%) com diferentss temp oy de exposicso
mg/L/ABharas) (0, 10, 20 min) dos explantas & solucdes ELA 3. B brs Pa
Lavegem 3 vezes @m dgue destiada e autoclavada TABELA 3. gem de g de L
Pré-trataman ta com imersio em Benomvi (300 mgA) por 16 h Tratam oato Sacarm (%) Agim da cooo (mald p 1%
Etsnol 70% + 23 gotas de Tween 207100 mlL de solugso por | minuto e 30 EZ] ) 0 3 <
Camnpo: segundos, Seguido do processo dp sxaepsla em cnara de fluxo leminer com o8 T2 0 10 9 e
02 Sag ment MS benomyt do de diferentes de = o 20 25 abe
o nodd (1000mg/]  hipodarito de sdio INSOQ) & 10, 10, 15%) com diferentes tempos de exposicso 14 s o s3a
(0, 10, 20 min) dos explentss &s solugdes. Inoculagdo am mao MS com s 5 10 25 abc
suplementagho do socarace & 3% o bgar a 0.7%. T8 5 30 e
Levagem 3 vezas em bgun destlads o 17 10 Py 4200
Comoo  Imemséo am Benomyl 400 mg/L) por uma noite como oré-ratemanto. marsto Tk W o i e
benomyl  em Agrimicna nas seguintes concentregoes (0, 300, 400 & 500 mL) por 1h e 4 b 2 48 be
03 Rebmta  MS (1000 mgL) mantdas &m etencl a 70% por um minuta e trinta 3egundos e hipoclorito do #i6 15 5 Adas
Jeborateno  sécioa 10% por 10 mnUtos prosssguindo-ge Com a5 lavagens em &gus ™ s s % be
benomyl (400 destilads 6 sutodavaca a (noculados em melo MS com suplementacia de 8] o5 » e
mg/L 16 secerose & 3% e hgara 0,7% e e R
horas) - i © 3 ) ' .
Pré-tratamen to Gom Imarsao por 48 h am Benomyt (400 mg/L) Apds a avaliacda, os emnbrifes germinados foram transferidos para meio MS screscidos de
Campor Trstamento com bomba & vécuo a 180 mmHg por 30 segundos, pel2 i x . ontinui
benomyl  combinagso entrs Agrimicina (G300, 500 mg/L) 8 Ampicilina {0, 300, 500 mg/L) reguladores t?e crescimento ANA (0,1; 0,6) e BAP (0,1, 0,5), para éarc Ammutdade ao prcc_esso
(1000mg/) e desinfestagso com stanal a 70% com Twem-20, saguida de hipocori 5 20% de estabelecimento desta cultura. Apés 30 dias, observou-se o infcio de induc&o de formagao de
o4 Rebrota  MS \aoraténo  por 10 minuts ¢ 3 lavagens, contando entéo, com 7 fratamentos com 10 . rata 0% 4 ars parhi o & partir de embrides,
benomyl (400  repaticdes por tratamento. O meio adotado for 0MS com suplementag8o de 98'5’5 e deterrr?nr\.a'dcs tratamentos (trat: ment © .5) gemm ","75 P -
mg/ly 48 sacerose s 3% @ sgar a 0,7% indicando a possibilidade da propagsc&o a partir de embrises por embriog&nese somética.
horss) Os resultados obtidos neste trabalho, demonstraram a necessidade de maior
MS + Cempo'  Pré-tratemento com imerso em Banomy! (300 mg/ld por 48 h : nf beleci in vitro d
8AP(OGE  benomvi  Assepso com Imersio em etanol a 70% com Tween-20 por 1 minuta @ 30 aprimoramento nos processos de desinfestac 80 de explantes para o estabslecirmento in vitro de
mgill+,  (1000mgA)  sepuhcaa, hipociiitoide:3adio. 8, 20% Har 1.0 minktas; seguldo: dan. v miens pau-rosa e que, a cuftura de embrides zigéticos constituem uma fonte promissora para & cultura
B Umbo  ANA (0.1, lsborsiéin:  em &gun destilara o mutodmada

fokor 2mg/l)  benomyl (300 Tratamentos consistiram na Gombinacao dos reguledore de crascimento BAP (0,

mglL por 48 0.5 mg/k) ¢ ANA (O, 1, 2 mgA} eo meio MS
hores)
Cempo;  Pré-trmamento com imersBo por uma noite em Benomyl 300 mg/)
MS +  benomyi (1000 Assensia em etznol a70%, seguido de hipod onito da sédio a 5O% por 10
squade mg/ll  minutose us Tas lovagens em &gua destiaa e autociavada
06 Embrigo  cdm +  Leboramno.  Matedsl inooulado em meio MS com 0,5 oA de entioxidants PVP

FVF benormyl (300 (Polvripimulidona), 1,8 gA de fivagel, &gus da cboo (0, 10, 20 mL) e saceross
mg/L/16horas) nag concenwagdes de 0,5, 10 16, 20%.
*OBS: mustorial ranshorido pam maio MS aavscide de  ARA

de tecidos da espécie, inclusive como ponto de partida de suaembriogénese sornatica.
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