DOI: https://doi.org/10.17921/1415-6938.2023v27n1p42-48

Alternativa Biotecnolégica para Producao de Mudas de Aloe vera L.

Biotechnological Alternative for the Seedlings Production of Aloe vera L.

Gabriella Silva Oliveira Souza Ciano®; Eldo Ciano da Silva®; Ludmilla Calixto Nery®; Karolina Silva Leite de Santana®;
Gabriella Silva Leite de Santana®; Mariane de Jesus da Silva da Silva de Carvalho®; Weliton Antonio Bastos de Almeida®

*Centro Universitario Maria Milza, Programa de Pés-Graduagdo Stricto Sensu em Desenvolvimento Regional e Meio Ambiente. BA, Brasil.
°Centro Universitario Maria Milza, Programa de Graduagdo Stricto Sensu em Enfermagem. BA, Brasil.
°Centro Universitario Maria Milza. BA, Brasil.
dCentro Universitario Maria Milza, Programa de Graduagdo Stricto Sensu em Fisioterapia. BA, Brasil.
*E-mail: ludmillacalixto2@gmail.com

Resumo

Espécies medicinais como a babosa (4loe vera L.) requerem otimizagdo do seu cultivo in vitro por meio do estabelecimento de protocolos
eficazes de micropropagacgao, que supram caréncias da demanda no mercado farmacéutico e cosmético, favorecendo a diversidade biologica da
babosa. Frente a isso, o objetivo deste trabalho foi ajustar uma metodologia de estabelecimento e multiplicagao in vitro de plantas de babosa.
As gemas foram desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio comercial e agua (1:1) e inoculadas em meio de cultura Murashige & Skoog
(MS) suplementado com acido naftalenoacético (ANA) (0,2 mg L') e 6-benzilaminopurina (BAP) (3,0 mg L').Apds o estabelecimento
in vitro, na fase de multiplicagdo, as brotagdes obtidas foram transferidas para meio MS, acrescido de 0,2 mg L' de ANA em diferentes
concentragdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 mg L"). No estudo, as gemas axilares desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio e agua,
durante 20 minutos, e inoculadas em meio MS com 0,2 mg L' de ANA e 3,0 mg L' de BAP, apresentaram a maior porcentagem de explantes
responsivos e isentos de contaminagdo em comparagao com aquelas desinfestadas por 15 minutos. Por meio das caracteristicas avaliadas,
os maiores valores médios de altura da planta e nimero de brotos foram alcancados na auséncia e na menor concentragdo testada de BAP,
respectivamente.

Palavras-chave: Fitocosméticos. Cultura de Tecidos. Fitoterapicos. Multiplicagdo In Vitro. Babosa.

Abstract

Medicinal species such as aloe vera (Aloe vera L.) require optimization their in vitro cultivation through establishment of effective in vitro
micropropagation protocols, which supply shortages in demand in the pharmaceutical and cosmetic market, favoring the aloe biological
diversity In view of this, the objective of this work was to adjust a methodology of establishment for in vitro multiplication of aloe plants. The
yolks were disinfected in commercial sodium hypochlorite solution and water (1: 1) and inoculated in Murashige & Skoog (MS) culture medium
supplemented with naphthaleneacetic acid (NAA) (0.2 mg L) and 6-benzylaminopurine (BAP) (3.0 mg L!). After the in vitro establishment,
in the stage of multiplication, the shoots obtained were transferred to MS medium, plus 0.2 mg L' of ANA and different concentrations of BAP
(0.0, 1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 mg L *!). In the study, axillary shoots disinfected in sodium hypochlorite and water solution (1: 1), for 20 minutes and
inoculated in MS medium with 0.2 mg L' of ANA and 3.0 mg L' of BAP, presented the highest percentage of responsive and contamination-
free explants, compared to those disinfected for 15 minutes . Through the evaluated characteristics, the highest average values of plant height
and number of shoots were achieved in the absence and in the lowest concentration tested of BAP, respectively.

Keywords: Phytocosmetics. Tissue Culture. Phytotherapics. In Vitro Multiplication. Aloe Vera.

1 Introducio século XX tais beneficios foram comprovados cientificamente
(QUEIROGA, 2019).

Entre as espécies de interesse medicinal e econdmico se
Atualmente, a espécie tem sido empregada em cosmética

destacaadloeveral,.Asphodelaceae,conhecidapopularmente
na producdo de xampu e, principalmente, no tratamento

de queimaduras (BRITO et al., 2021). Vale destacar que
antes da etapa de obteng@o da forma farmacéutica, creme e

como babosa, utilizada comumente em aplicagdes topicas,
em fungdo de seus efeitos contra problemas dermatologicos
(SOUZA; NEVES; ALVES, 2020). A espécie ¢ utilizada tanto

em cosméticos quanto fitoterapicos, sendo estes Gltimos os ~ XaMpy, Suas folhas passam por processos padronizados e/ou

mais utilizados e extraidos das folhas. farmacopeicos, a fim de produzir o derivado vegetal, podendo
ocorrer na forma de extrato e tintura, entre outros (BRASIL,
2012).

A babosa possui

Essa planta possui propriedades medicinais importantes

tais como ac¢do: hidratante, antioxidante, antimicrobiana, e

anti-inflamatéria, o que a torna muito conhecida (BRITO et grande potencial nas industrias

al.,2021). farmacéuticas e de cosméticos e a demanda, por matéria-

Seus beneficios terapéuticos sdo conhecidos pelos povos
mais antigos, ha milhares de anos, mas somente a partir do
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prima de alta qualidade desta espécie, aumenta a cada ano.
Desse modo, a adigdo da oferta necessita de expansdo nas

42



areas de cultivo (CIANO ef al., 2021). Atualmente, a matéria-
prima de Aloe vera L. ¢ importada, pois no Brasil, a espécie ¢
cultivada em propriedades de pequeno e médio portes, que sao
ineficientes no fornecimento de matéria-prima em larga escala.
Nesse contexto, a demanda se torna aquém, quando comparada
com a produgdo internacional. Consoante a isso, a propagagio
vegetativa convencional ndo apresenta potencial suficiente
para suprir a demanda do mercado, sendo considerada lenta e
de baixo rendimento (SILVA; DEBIASI; PESCADOR, 2007;
MOLSAGHI; MOIENI; KAHRIZI, 2014).

Por conseguinte, considerando que grande parte dos
estudos desenvolvidos, no Brasil, voltados para a produgdo
de babosa ndo tém fornecido suporte ¢ incentivo para o seu
cultivo, s3o necessarios mais estudos de propagagdo. Assim, a
multiplicagdo in vitro € uma opgdo que precisa ser otimizada
por meio do desenvolvimento de protocolos eficazes com o
intuito de suprir a caréncia de resultados quanto aos métodos
de propagacdo e técnicas de cultivo em larga escala para uso
comercial (CIANO et al., 2021).

Além disto, o estabelecimento de um protocolo eficiente
de cultivo in vitro favoreceria o estimulo ao desenvolvimento
de agdes e de pesquisas inovadoras, visando a descoberta de
novas moléculas nessa espécie. A confianga adquirida por meio
da producdo, em larga escala de matéria-prima de qualidade,
aliada ao cultivo in vitro de materiais isentos de patdogenos, em
um local controlado e acessivel, facilitara sua multiplicacdo e
disponibilidade, sempre que necessario (CIANO et al., 2021).

Desse modo, contribuird para o sucesso da cadeia produtiva
dos fitoterapicos, que por sua vez, quando comparados aos
sintéticos, apresentam menor custo para a populacdo. Esta
garantia otimizada colabora com a visdo industrial de redugao
de custos e langamento de novos produtos em um curto
periodo de tempo.

Logo, frente a esta perspectiva, o estudo teve como objetivo
ajustar uma metodologia de multiplicagéo in vitro de plantas
de babosa (Aloe vera L.) de forma a facilitar esse processo
e obter mudas em quantidade e de qualidade para atender a
demanda de producao de fitoterapicos e fitocosméticos.

2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada a Saude do Centro Universitario Maria
Milza (UNIMAM), Governador Mangabeira, Bahia. Como
material vegetal foram utilizadas as gemas axilares oriundas
de plantas de babosa (4/oe vera L.) em bom estado sanitario
e fisioldgico, coletadas em uma residéncia no municipio de
Muritiba, Reconcavo da Bahia.

O primeiro experimento consistiu de estabelecimento in
vitro de gemas axilares. Os explantes foram excisados com
auxilio de bisturi, mantidos em recipiente contendo agua
destilada e, posteriormente, sob condi¢des de camara de fluxo
laminar, submetidos a desinfestacdo por imersao em alcool a
70% por 3 minutos sob agitacdo constante. Posteriormente,
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procedeu-se a imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio
comercial contendo 2,5% de cloro ativo e agua destilada
autoclavada (1:1), durante 15 (Tratamento 1) e 20 minutos
(Tratamento 2), seguida do processo de triplice lavagem, em
camara de fluxo laminar com agua destilada autoclavada.
Apds a desinfestagdo, as gemas foram introduzidas em
frascos contendo 35 ml de meio de cultivo MS (MURASHIGE,;
SKOOG, 1962), com ANA (Acido
Naftalenoacético, 0,2 mg L") e BAP (6-benzilaminopurina,
3,0 mg L"), 30 g L' de sacarose, 1,0 g L' de carvéo ativado,

suplementado

solidificado com 6,5 g L' de agar e pH ajustado em 5,8 antes
da autoclavagem, com base nos resultados obtidos por Liao et
al. (2004). Apds a inoculag@o, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pMm™s™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
analisando dois tempos de desinfestacdo. Foram utilizadas
cinco repetigdes, sendo a parcela experimental constituida por
um frasco contendo trés gemas.

Apds 30 dias de cultivo in vitro, avaliou-se para cada
tempo de desinfestacdo a porcentagem de contaminacdo por
fungos, bactérias e de oxidagdo dos explantes, bem como o
percentual de explantes responsivos, que adaptaram ao meio
de cultivo e conseguiram desenvolver raizes e folhas verdes.

O segundo experimento foi estabelecido a partir das
brotagdes de 1,0 cm de tamanho obtidas ao final do primeiro
experimento. Essas brota¢des foram subcultivadas em meio de
cultivo, contendo a mesma composi¢ao citada anteriormente
e transferidas para frascos contendo 35 ml de meio de cultivo
MS, acrescido de ANA (0,2 mg L), em combinagdo com
diferentes concentragdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; e, 4,0
mg L. Apds a inoculagio, os frascos contendo os explantes
foram mantidos em sala de crescimento sob condigdes
descritas para o primeiro experimento.

O delineamento experimental para o segundo experimento
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 5 (trés
subcultivos e cinco concentragdes distintas de BAP), com
5 repeti¢des por tratamento, sendo a unidade experimental
representada por um frasco com 35 ml de meio de cultivo,
contendo trés explantes com aproximadamente 1,0 cm de
tamanho.

Os brotos foram submetidos a multiplicagdo por meio
de trés subcultivos sucessivos com intervalo de 30 dias de
cultivo, nas mesmas condi¢des descritas acima. Para tanto, a
cada replicagem foram avaliadas as caracteristicas: altura de
planta (AP), nimero de brotos (NB), numero de folhas verdes
(NFV), numero de folhas senescentes (NFS) e presenca de
raiz em cada broto.

Os dados resultantes das avaliagdes dos dois experimentos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste F e Tukey a
5% de probabilidade, para os dados do primeiro e segundo
experimentos, respectivamente. Para as concentragcdes de BAP
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nao foi possivel o ajuste de modelos de regressao polinomial
significativos e com alto R?. Os dados das variaveis NB e NFV
foram transformadas para+/ X + 0,5 , visando o atendimento
das pressuposicdes da ANOVA. As andlises estatisticas foram

realizadas por meio do programa estatistico SAS — Statistical
Analysis System (SAS INSTITUTE, 2004).

3 Resultados e Discussao
3.1 Desinfestacio e estabelecimento in vitro dos explantes

No primeiro experimento, (Quadro 1), observou-se
que o tratamento de desinfestagdo (T2) utilizado para o
estabelecimento in vitro dos explantes foi bastante eficiente,
uma vez que 90% dos explantes foram responsivos, sem
ocorréncia de contaminagdes, apresentando apenas 10% de
explantes oxidados. Em T1 ocorreu menor porcentagem de
explantes responsivos (40%), 30% oxidados e 30% do niimero
total de explantes foram contaminados. Este resultado esta
em consonancia com Silva, Debiasi e Pescador (2007), que
obtiveram taxa de sobrevivéncia de 93,33% utilizando apices
meristematicos isolados de brotacdes laterais de babosa por 1
minuto em solug@o de alcool 70% e 20 minutos em solugdo
de hipoclorito de sodio 40%. Os autores testaram tempos de
imersdo de 5, 10 e 20 minutos e constataram que o aumento do
tempo de imersdo dos explantes nas solugdes de hipoclorito
de sddio e de alcool demonstrou melhores resultados quanto a
eliminag@o dos agentes de contaminagao (fungos e bactérias).

Quadro 1 - Efeito do tratamento de desinfestacdo de gemas
axilares de Aloe vera L., em funcdo de diferentes tempos de
imersao em hipoclorito de sédio 2,5%, aos 30 dias de inoculacao
in vitro dos explantes

Tratamento 2
(20 minutos)

Tratamento 1
(15 minutos)

Explantes responsivos 40% 90%
Explantes oxidados 30% 10%
Explant.es 30% 0%
contaminados

Fonte: dados da pesquisa.

Diniz et al. (2008) ressaltam que as altas taxas de oxidagao
obtidas, em pesquisa com Spathiphyllum wallisi, foram
possivelmente causadas pelo tempo de exposi¢do ao alcool.
Frente a isto, o presente trabalho visou minimizar o tempo de
contato dos explantes em alcool (3 minutos).

Andrade, Luz e Lacerda (2000) citam que a liberagao
dos compostos fendlicos na cultura in vitro, é responsavel
pela oxidagdo, que comumente ocorre por meio de danos
provocados as células durante a excisdo dos explantes. A
oxidagao fenolica ¢ causada pela reacdo das polifenoxidases,
que por sua vez levam a produgdo de substancias toxicas,
capazes de alterar a absor¢ao de metabdlitos, resultando em
prejuizos significativos para o desenvolvimento dos explantes
(CAMOLESI et al., 2007). No caso da babosa, a abundancia
dos compostos fenolicos afeta o seu crescimento in vitro,
promovendo principalmente o escurecimento dos explantes
(ABRIE; VAN STADEN, 2001).
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Portanto, no presente trabalho se buscou utilizar carvao
ativado no meio de cultura, uma vez que o carvao ativado
apresenta elevada heterogeneidade superficial e porosidade,
além de um papel eficaz na adsor¢do de compostos organicos
de baixo peso molecular, como os fendis (PODKOSCIELNY;
NIESZPOREK; SZABELSKI, 2006).

Dwivedi et al. (2014) obtiveram explantes de babosa livres
de contaminag@o apds serem desinfestados, superficialmente,
por meio da imersdo em Bavistin a 0,15% por 5 minutos,
posteriormente, em alcool etilico (70%), em seguida, em
solucdo de cloreto de mercurio a 0,1% durante 5 minutos,
e por fim trés enxagues em agua destilada autoclavada. Ja
Kumar et al. (2017) procederam a desinfestacdo superficial
dos explantes em agua corrente, contendo detergente a 2% e,
posteriormente, em solugdo aquosa de cloreto de mercurio a
0,1% (p/v) durante 20 minutos seguido por quatro lavagens
com agua destilada autoclavada, alcangando 90% de explantes
isentos de contaminagao.

Diferente do trabalho em questo, a presenca de oxidagao
nao foi detectada por Abrie e Van Standen (2001), quando os
explantes de Aloe polyphylla foram postos em contato com
alcool 70% por dois minutos, seguido de hipoclorito de sodio
1% por 10 minutos, obtendo uma desinfestagdo eficiente das
sementes inoculadas in vitro, resultando em 100% de plantas
sadias sem sintomas de oxidagao.

Quanto ao meio de cultivo para o estabelecimento in vitro
dos explantes (Figura 1), utilizou-se MS contendo 0,2 mg
L' de ANA e 3,0 mg L' de BAP, sendo possivel evidenciar
que na concentragdo de BAP 3,0 mg L' houve um melhor
desenvolvimento dos explantes, com baixo indice de folhas
senescentes e alta porcentagem de enraizamento. Desse modo,
corroboram com os estudos realizados por Brito ef al. (2021),
que no estabelecimento in vitro de babosa utilizaram o meio
de cultivo MS adicionado de BAP nas concentragdes de 3,0
e 4,0 mg L', registrando porcentagem de sobrevivéncia de
explantes de 70% e 72%, respectivamente.

Os trabalhos de Gupta et al. (2014) e Molsaghi, Moieni
e Andkahrizi (2014) ratificam os beneficios do emprego de
combinagoes de reguladores vegetais na micropropagacao de
babosa, alcangando taxas de multiplicagdo de 1:9,5 a 1:58,
respectivamente, em meio de cultivo MS com adi¢do de 1,5
mg L' de BAP ¢ 0,5 mg L' de ANA e em meio MS com 4,0
mg L' BAP e 1,0 mg L' de 4cido indolacético (IAA).

Figura 1 - Estabelecimento in vitro de gemas axilares de Aloe
vera L. em meio de cultivo MS contendo 0,2 mg L' de ANA e
3,0 mg L' de BAP. A) gemas intumecidas aos 10 dias de cultivo
in vitro. B) desenvolvimento de brotos aos 30 dias de cultivo in

vitro. C) multiplas brotagdes aos 45 dias de cultivo in vitro

aa® T Y 2B

Fonte: dados da pesquisa.
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3.2 Multiplicacdo in vitro da Aloe vera L.

Em relacdo a andlise de varidncia para os fatores
avaliados (Tabela 2), observa-se que a interagdo niimero de
subcultivo x concentragdo de BAP foi significativa apenas
para variavel AP e que os subcultivos realizados promoveram
efeito significativo para NB. Para altura da planta e numero
de brotos, as concentragdes de BAP adicionadas ao meio de
cultivo apresentaram efeito significativo.

Quadro 2 - Resumo da andlise de varidncia para altura da
planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e niimero de folhas
verdes (NFV) de plantas de A. vera L. cultivadas in vitro em
meio de cultura MS contendo 0,2 mg L' de ANA e diferentes
concentragdes de BAP durante trés subcultivos sucessivos de 30
dias.

Figura 2 - Efeito de concentragdes de BAP, em trés subcultivos,
sob a altura das plantas (cm) de Aloe vera L., cultivados in vitro
com intervalos de 30 dias

5,00
4,50
= 4,00
3,50
2,00
2,50
2,00
1,50 -
1,00 y=-0.4223x+ 3.3607
0,50 - R?=64.09%
0,00 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

** =0.2319x%- 1.4496x + 4.1478
R?=88.98%

Altura de planta (cm

Concentrages de BAP (mg L)

# Subcultivo 1 Subcultivo 2 A Subcultivo 3

** *significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. ns nao
significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: dados da pesquisa.

Quanto a altura das plantas, o segundo subcultivo
apresentou valor médio superior aos demais (4,31), em
plantas cultivadas em meio de cultivo MS sem adigdo de BAP,
sendo considerado o maior valor médio de AP, em relacdo
aos valores observados nos trés subcultivos ¢ nas diferentes
concentragdes de BAP.

Além disto, ndo houve diferengas significativas entre os
subcultivos, quando as plantas foram cultivadas em meio
MS com 1,0 e 3,0 mg L' de BAP (Quadro 3). Em relagdo
as concentracdes de BAP, no primeiro subcultivo se observou
uma constancia nos resultados; no entanto, no segundo e
terceiro subcultivos a ndo suplementagdo do meio de cultura
com o regulador vegetal BAP apresentou as maiores alturas de
planta, 4,15 ¢cm no segundo subcultivo e 3,48 cm no terceiro
subcultivo (Figura 2). A Figura 3 evidencia esses resultados
em plantas de 4. vera L. cultivadas em meio MS na auséncia
do regulador BAP, apresentando plantas com altura satisfatoria
e folhas verdes bem vigorosas.

Quadro 3 - Efeito de subcultivos, em diferentes concentracdes
de BAP, na altura das plantas (cm) de Aloe vera L., cultivadas in
vitro com intervalos de 30 dias cada.

. Concentragdes de BAP (mg L-!)
Subcultivos
0 1 2 3 4
245c | 243a | 2,53b | 2,51a 2,50 a
431 a 246a | 2,59b | 1,80a 2,03 ab
348b | 2,35a | 3,28a | 1,87a 1,60 b
Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: dados da pesquisa.
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Fonte de Quadrado Médio
Variacio GL AP NB NFV Fonte: dados da pesquisa.
Su?scg]t;;/os 2 0.42 028 LI Figura 3 - Plantas de Aloe vera L., cultivadas in vitro em meio de
s - — cultivo MS contendo 0,2 mg L' de ANA e auséncia de BAP, aos
BAP 4 4,44 0,22 0,93 30 dias de cultivo in vitro
SUB x BAP 8 1,60%** 0,08 0,70™
Erro 56 0,20 0,07 0,40
CV (%) 17,41 17,79 21,65
Meédia geral 2,59 1,88 8,53

Fonte: dados da pesquisa.

A pesquisa realizada por Silva, Debiasi e Pescador (2007)
apresenta resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo, como os autores observaram que a auséncia de BAP
no meio de cultivo MS proporcionou melhor desenvolvimento
da altura de novos brotos de babosa em trés, dos seis
subcultivos realizados. Estes resultados sdo semelhantes com
o estudo de Machado et al. (2006), em que o efeito do BAP
na altura das plantas do porta-enxerto de videira VR043-43
foi negativo, principalmente, quando os autores utilizaram
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as maiores concentragdes (5,0 e 10,0 mg L), enquanto
na auséncia, os valores para AP resultados foram maiores.
Resultado semelhante foi observado por Mhatre, Salunkhe e
Rao (2000), em que as brotagdes de Vitis vinifera nao tiveram
alongamento satisfatorio, quando cultivadas em meio de
cultura suplementado BAP, sendo necessaria uma inclusao de
uma etapa de alongamento na pesquisa.

Por outro lado, Brum, Silva e Pasqual (2002), trabalhando
com Ficuscarica L. obtiveram os melhores resultados de
altura das plantas quando adicionaram apenas BAP no meio
de cultivo em concentragdes entre 2,0 ¢ 4,0 mg L. Ao
utilizar ANA, menores valores de altura foram encontrados,
principalmente, quando o meio foi adicionado de 0,2 mg L™
de ANA.

Em relagdo ao niimero de brotos (NB), constatou-se que
nos subcultivos realizados (Quadro 4), a maior média foi
observada no segundo subcultivo, sendo que no primeiro,
apresentou diferenca significativa em relagdo ao segundo,

independente da concentragdo de citocinina.

Quadro 4 - Valores médios do nimero de brotos de mudas de
Aloe vera L. cultivadas in vitro durante trés subcultivos com
intervalos de 30 dias cada

Subcultivos Médias
1 1,51b
2 2,32a
3 1,84 ab

Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre

si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: dados da pesquisa.

No que se refere a influéncia das concentragdes de BAP
no NB (Figura 4), ¢ possivel observar um comportamento
linear decrescente, indicando que o aumento da concentragao
de BAP no meio de cultivo, principalmente, a partir de 1,0 mg
L, provocou uma redugdo no NB. Supostamente, isso pode
ter ocorrido devido ao efeito residual da citocinina presente
no meio de cultivo desde a fase de estabelecimento in vitro.

Apesar da citocinina BAP promover a indugdo de
brotagdes, os resultados sugerem que o aumento significativo
das concentragdes deste regulador no meio de cultivo pode
ser considerado negativo na multiplicag@o in vitro de babosa.
Além disso, constatou-se desenvolvimento de brotos no meio
de cultivo sem adicdo de BAP e, isto pode ter ocorrido em
fun¢@o de que durante a fase de estabelecimento in vitro dos
explantes, o meio de cultivo utilizado continha citocinina ou
em funcdo da presenga de niveis hormonais endégenos nos

explantes.
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Figura 4 - Numero de brotos de mudas de Aloe vera L. cultivadas
in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L' de ANA e
diferentes concentragdes de BAP, aos 30 dias de cultivo in vitro

»~
L
=]

) .

4200

£ * .

5150

2 .

£1.00 Fex = 0.2335x +2.3202

E 2 69 85 %

7050

0.00 : : . : :

0 1 2 3 4 5

Concentracdes de BAP (mg L-1)

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados de Silva, Debiasi e Pescador (2007) se
assemelham ao descrito neste trabalho, uma vez que o meio
nutritivo na auséncia de suplementagao de reguladores vegetais
promoveu as maiores taxas de brotos em babosa. Segundo
os autores, em casos assim, 0s explantes apresentam niveis
hormonais enddgenos suficientes para se diferenciarem e
formarem novos brotos. Com base em Oliveira (2001), em sua
pesquisa sobre bananeira tetraploide, subcultivos sucessivos
de explantes em meios nutritivos com concentragdes elevadas
de BAP também promovem redu¢ao da taxa de multiplicagio.

Lima e Moraes (2006) citam, em seu trabalho, sobre a
bananeira que, quando suplementaram o meio de cultivo com
o BAP, nos dois tltimos subcultivos foi perceptivel menores
taxas de multiplicacdo, sugerindo que este decréscimo ocorreu
em consequéncia do acimulo da citocinina no explante, e que
um modo de estimular as brotagdes seria alternando entre
altas e baixas concentrag¢des da citocinina.

No presente estudo, as mudas de plantas obtidas
apresentaram poucas folhas senescentes, uma ou no maximo
quatro, sendo que no primeiro e no tltimo subcultivo a maioria
dos tratamentos ndo apresentou folhas senescentes. No
experimento sem adi¢do de BAP e no de menor concentragdo
do mesmo, a senescéncia foi constante (Quadro 5).

Quadro 5 - Folhas senescentes de mudas (%) de Aloe vera L.,
cultivadas in vitro em meio de cultivo MS contendo 0,2 mg L' de
ANA e diferentes concentragdes de BAP durante trés subcultivos,
de 30 dias cada

Concentracdes | Folhas senescentes (%)
de BAP (mg X R )
L") Subcultivo 1 | Subcultivo 2 | Subcultivo 3
0 16,7 20,0 26,7
1 6,7 13,3 13,3
2 0,0 0,0 0,0
3 0,0 6,7 0,0
4 0,0 0,0 0,0

Fonte: dados da pesquisa.

A senescéncia ¢ um desarranjo metabolico que se destaca
como um grande limitante na multiplicagdo in vitro de muitas
espécies vegetais (BARRUETO CID, 2005; LIM; NAM,
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2007; OLIVEIRA et al., 2007). Em suma, os processos que
ocorrem na senescéncia foliar sdo controlados e geneticamente
programados pelas agdes coordenadas em niveis celulares, de
tecidos, orgaos e organismo (LIM; NAM, 2007). No trabalho
em questdo, o aumento de folhas senescentes teve como
fator determinante o tempo de cultivo, o qual proporcionou o
envelhecimento da planta.

No entanto, o principal fator que interfere no processo
de senescéncia ¢ o balanco entre os reguladores vegetais, em
especial os da classe das citocininas e auxinas. A redugo da
concentracdo desses reguladores nos 6rgdos maduros tende
a desencadear a senescéncia foliar (WINGLER et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2007). O descrito pelos autores condiz com
os resultados aqui apresentados para a senescéncia foliar, uma
vez que se utilizou a combinacgao de uma citocinina (BAP) e
uma auxina (ANA), ocorrendo na auséncia de BAP a maior
senescéncia foliar.

Analisando as plantas a cada subcultivo de 30 dias,
verificou-se que as maiores porcentagens de enraizamento
ocorreram no primeiro e segundo subcultivos (Quadro 6),
quando se utilizou 3,0 mg L' de BAP no meio nutritivo, assim
como na auséncia de BAP no primeiro subcultivo. Na medida
em que foram sendo realizados os subcultivos, percebeu-se
que essa concentragdo de BAP (3 mg L) foi a que as plantas
apresentaram maior porcentagem de enraizamento.

Quadro 6 - Porcentagem de numero de brotos enraizados de Aloe
vera L., cultivados in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2
mg L' de ANA e diferentes concentragdes de BAP durante trés
subcultivos sucessivos de 30 dias cada

Concentracoes Enraizamento (%)
de BAP (mg R R .
LY Subcultivo 1 | Subcultivo 2 | Subcultivo 3
0 73 27 17
1 6 47 25
2 66 0 27
3 100 70 40
4 0 0 0

Fonte: dados da pesquisa.

Frente a isto se pode inferir que houve um equilibrio
entre a concentragdo da auxina e da citocinina na inducdo
do enraizamento, quando ocorreu a adi¢do de 3,0 mg L'de
BAP no meio nutritivo. Esses resultados contradizem Xavier,
Wendlig e Silva (2009), que afirma que o equilibrio entre os
fitorreguladores auxinas e citocininas ¢ uma relagdo primaria
no cultivo in vitro, uma vez que a alta relagdo entre estas duas
classes contribui para o enraizamento, uma baixa relacdo
favorece a formacgdo de brotos e um elevado nivel dessas
promove a formagdo de calos.

As plantas de babosa com desenvolvimento adequado
tanto das partes aérea, quanto radicular, cultivadas em meio de
cultivo MS contendo 0,2 mg L' de ANA e 3,0 mg L' de BAP
(Figura 5) indica que essas podem ser submetidas ao processo
de aclimatacdo.

Ensaios e Ciéncias, v.27, n.1, 2023.

Figura 5 - Desenvolvimento de raizes em planta de Aloe vera L.
cultivada em meio de cultura MS contendo 0,2 mg L' de ANA e
3,0 mg L' de BAP, aos 30 dias de cultivo in vitro

Fonte: dados da pesquisa.

A vitalidade das partes areas obtidas na multiplicagdo in
vitro, os niveis de auxinas enddgenas, as concentragdes de
auxinas exogenas ¢ o tempo de contato do explante com este
tipo de regulador, assim como a presenca de carvao ativado,
no meio de cultivo, ¢ condi¢des ambientais, sao alguns
dos fatores determinantes para o enraizamento (ASSIS;
TEIXEIRA, 1998; MORAES et al., 2007, SOUZA et al.,
2004; SOUZA; PEREIRA, 2007). Entretanto, sdo poucos 0s
trabalhos que demonstram o efeito do BAP como fundamental
no enraizamento de brotos, conforme descrito neste trabalho.

Considerando que o carvdo ativado atua na exclusio da luz
e retengao de substancias toxicas expelidas pelos explantes,
torna-se uma alternativa benéfica no crescimento de raizes
in vitro, uma vez que esse ¢ um estimulador na formagao
de raizes. (PASQUAL; CHALFUN; RAMOS, 2001). Desse
modo, o estudo em questdo visou otimizar o enraizamento
das plantas e a redugdo da oxidag@o dos explantes, utilizou
além do ANA, o carvido ativado no meio de cultura na etapa
de multiplicacdo, no entanto, percebeu-se que a presenca
desse contribuiu na minimizagdo dos efeitos oxidativos dos
compostos fendlicos nos explantes de babosa.

4 Conclusao

A desinfestagdo de gemas axilares em solucdo de
hipoclorito de sdédio 2,5% e 4gua durante 20 minutos se
mostrou uma estratégia eficiente para o estabelecimento in
vitro de explantes mais responsivos de 4. vera.

Para multiplicacdo in vitro de A. vera, os maiores valores
médios de AP e NB foram alcancados na auséncia e na menor
concentragdo (1,0 mg L) de BAP, respectivamente.

O meio de cultivo MS contendo 0,2 mg L' de ANA ¢
3,0 mg L' de BAP demonstrou ser um excelente meio para
multiplicagdo in vitro de babosa, uma vez que foram obtidas
mudas das plantas com formagao de raiz e bem desenvolvidas,
podendo essas serem submetidas ao processo de aclimatagdo
de mudas micro propagadas de babosa.
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