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APRESENTACAO

O setor de floricultura no Brasil vem crescendo com o passar dos anos,
estando o pais entre os 15 maiores produtores de flores mundiais. Este crescimento
de producdo esta associado ao aumento da qualidade e durabilidade das flores
produzidas, atribuindo uma maior satisfacdo aos consumidores. Sendo assim um
mercado promissor para o agronegoécio.

Entretanto, esse ramo da agricultura apresenta diversos desafios, dentre eles
mao-de-obra capacitada, tecnologias aplicadas, clima e mercado. Diante dessas
problematicas, € necessario cada vez mais pesquisas voltadas para o crescimento
da producéo e comercializagao de flores e plantas ornamentais dentro do territorio
brasileiro, priorizando a qualidade do produto final.

A obra “Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas”
apresenta trabalhos que visam agregar conhecimentos através de informacgdes
técnicas sobre propagacéo, cultivos e comercializacdo de flores e ornamentais.
Ressaltando a importancia da pesquisa voltada para a propagacdo das culturas,
praticas de manejos e tecnologias adequadas.

Os conteudos presentes nos 13 capitulos da obra tém por objetivo proporcionar
ao leitor um vasto aprendizado sobre uma tematica pertinente para o agronegécio
brasileiro, visando um conhecimento sobre pesquisas que contribuem com melhorias

para o desenvolvimento e crescimento deste setor. Desejamos uma 6tima leitura.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira
Francisca Gislene Albano-Machado
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CAPITULO 2

GERMINACAO IN VITRO, FORMACAO DE PLANTULAS
E PRODUCAO DE CALOS DE Crinum americanum

L. (AMARYLLIDACEAE). UMA ALTERNATIVA PARA
PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
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RESUMO: Crinum americanum L. € uma
planta monocotiledénea pertencente a familia
Amaryllidaceae de importancia econdmica
por conter alcaldides que apresentam acao
anticolinisterasica em sua composi¢ao quimica.
Técnicas biotecnoldgicas tém se constituido
como ferramentas para a producéo de biomassa
de diversas plantas visando o acumulo de
metabdlitos secundarios. Este estudo teve como
objetivo estabelecer um protocolo de cultivo
in vitro desta espécie, visando a producéo e
aumento de biomassa de calos para obtencao
de suspensdes celulares, com aplicagao na area

Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas

de embriogénese somatica e/ou producéo de
metabolitos secundarios desta espécie. Para o
estabelecimento do protocolo de cultivo, foram
utilizadas sementes de C.americanum, as quais
apés germinadas, tornaram-se fontes doadoras
de explante. A inducado de calos e morfogénese
foi conduzida em meio Murashige e Skoog
(MS), suplementado com sacarose 3% (m/v),
solidificado com phytagel 0,2 % (m/v), contendo
diferentes combinagbes de reguladores de
crescimento. Os explantes utilizados foram os
embrides das sementes, bulbos e raizes de
C. americanum, nos quais em cultivo in vitro
foi observado que a presenca dos reguladores
de crescimento 2,4-D e BAP em diferentes
concentragcdes possibilitaram o surgimento de
calos nos explantes, com destaque para os
tratamentos de 1,0 mg/L"' de 2,4-D e 0,2 mg/L-
' de BAP e 3,0 mg/L' de 2,4 D e 0,1 mg/I"" de
BAP que apresentaram-se mais eficientes em
relacéo ao numero de inducéo de calos.

PALAVRAS-CHAVE:
alcalbides, biotecnologia vegetal, cultivo in vitro.

Amaryllidaceae,

ABSTRACT: Crinum americanum L. is
a monocotyledonous plant belonging to
the amaryllidaceae family of economic
importance because it contains alkaloids that
show anticholinisteric action in its chemical
composition. Biotechnological techniques have
been constituted as tools for biomass production
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of several plants aiming the accumulation of secondary metabolites. The objective this
study was establish an in vitro culture protocol of this species, aiming at the production
and increase of biomass of friable callus to obtain cell suspensions, with application
in the area of somatic embryogenesis and / or production of secondary metabolites
of this species. For the establishment of the cultivation protocol, C.americanum
seeds were used, which after germination became explant donor sources. Callus
induction and morphogenesis were conducted in Murashige and Skoog (MS) medium
supplemented with 3% (w/v) sucrose, solidified with 0.2% (w/v) phytagel, containing
different combinations of growth regulators. The explants used were the embryos of
seeds, bulbs and roots of C. americanum, in which in vitro cultivation it was observed
that the presence of growth regulators 2,4-D and BAP in different concentrations made
possible the callus appearance in the explants. highlighting the treatments of 1.0 mg /
L' of 2.4-D and 0.2 mg /L' of BAP and 3.0 mg /L" of 2.4 D and 0.1 mg. / L' of BAP
which were more efficient in relation to the number of callus induction.

KEYWORDS: Amaryllidaceae, alkaloids, plant biotechnology, in vitro cultivation.

11 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais de Amaryllidaceae

As plantas da familia amaryllidaceae se destacam por conter espécies que
apresentam um grande potencial ornamental. Segundo LORENZI, (2008) a maioria
das espécies deste grupo apresentam flores grandes, vistosas e coloridas. O género
mais comercializado atualmente no Brasil € o Amaryllis, porém espécies pertencentes
a outros géneros como Hippeastrum, Crinum e Hymenocallis sao frequentemente
encontrados em regides tropicais e subtropicais (ALEXANDRE, 2011). As plantas
bulbosas ornamentais sao cultivadas e comercializadas tanto para consumo de
corte, quanto para vasos, paisagismo e jardinagem (TOMBOLATO et. al., 2010).
Para AMARAL, (2007) o setor produtor de flores e plantas ornamentais no Brasil
€ quase exclusivamente baseado em espécies de plantas introduzidas, embora a
floristica brasileira seja bastante notéria. Neste aspecto, fazer a investigacdo de
espécies de ocorréncia na Amazénia e no Brasil, também pode ser interessante
para o mercado de plantas ornamentais. Na figura 1 é possivel observar espécies de
amaryllidaceae com potencial ornamental.

Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas Capitulo 2




Figura 1: espécies de Amaryllidaceae com potencial ornamental

Hippeastrum Hybridum Red Lion (Amaryllis) (A); Hippeastrum hybridum (B); Zephyranthes grandiflora (C); Crinum
jagus (D) Crinum americanum L. (E) ; Crinum procerum var. splendens (F) ; Hymenocallis littoralis (Jacq.) Salisb.
(G); Hymenocallis caribaea (1). Herb.; (H) Scadoxus multiflorus ssp. multiflorus (Martyn) Raf (1)

Fonte: CORPES (2019)

1.2 Consideracoes gerais sobre Crinum americanum L. e o cultivo in vitro des-
ta espécie

Crinum amaricanum L. é uma planta pertencente a familia Amaryllidaceae, e
nativa do sul dos Estados Unidos, porém amplamente distribuida em regides alagadas,
pantanos e rios do litoral americano (RIBEIRO et al., 2009). Esta planta possui
como caracteristica positiva um rapido crescimento, além de flores belissimas, algo
comum em plantas pertencentes a esta familia e também muito importante para
esta espécie, pois os autores ULRICH et al., (1999) relatam que a mesma possui
tolerancia ao clima seco, além de caracteristicas desejaveis para profissionais de
paisagismo.

Esta planta € uma herbacea bulbosa popularmente chamada de Lirio-do-
banhado. A planta mede entre 30 e 60 cm de altura. As folhas s&o verde-claras,
lustrosas, grandes e lanceoladas. Na época de floracéo, entre Setembro e Junho, as
inflorescéncias atingem entre 60 e 90 cm de altura, e portam em média seis flores
aromaticas, com sépalas brancas e estames e estiletes brancos na base tornando-
se purpura da porcdo mediana em direcdo aos apices, essas flores aparecem em
grupos de 2-6 no topo das hastes durante a Primavera, Verdo e Outono. Suas
anteras apresentam coloracéao violacea e o fruto € uma capsula de 2 cm de largura
que contém de trés a seis sementes (STUMPF; BARBIERI; HEIDEN; 2009).

Muitas espécies de Amaryllidaceae ja foram caracterizadas por conter
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas marcantes atrubuidas aos alcaloides, entre
elas se destacam a atividade anticolinesterasica, onde a galantamina é utilizada
como um inibidor competitivo da acetilcolinesterase e é utilizado para o tratamento

Floricultura, Plantas Ornamentais e Cultura de Tecidos de Plantas Capitulo 2



da doenca de Alzheimer (BASTIDA, 2011).

A cultura de células vegetais torna-se importante para as industrias
farmacéuticas, pelo fato de esta possibilitar as mesmas a producdao de um
determinado composto ativo, que é oriundo de uma matriz vegetal sem a
necessidade de extinguir uma determinada espécie, além de eliminar problemas
de sazonalidade. Segundo CUNHA, (2010) o uso rotineiro de matérias-primas
provenientes de plantas nativas ou cultivadas pode muitas vezes representar
dificuldades ao setor de producao de medicamentos, algo que as industrias tentam
de toda forma evitar.

As culturas celulares de plantas podem acelerar a sintese de grandes
guantidades de metabdlitos secundarios dentro de um curto periodo, o que o torna
favoravel a producéo em plantas, para as quais o acumulo destes metabdlitos pode
variar, desde uma estacao (plantas anuais) ou diversos anos (plantas perianuais)
(CROTEAU et al., 2000; SANTOS et al., 2007).

Estudos realizados por CORPES, et al. (2019) com Piper divaricatum objetivando
realizar a comparacao do perfil volatil, compostos fendlicos e atividade antioxidante
desta espécie cultivada in vitro com a planta silvestre demostraram que plantas
cultivadas in vitro podem apresentar semelhancas na composicdo quimica em
relacéo as plantas cultivadas in vivo, entre os compostos encontrados destacaram-
se o metil eugenol, E-B-ocimeno e (3-elemeno.

Com base nestas informacodes o presente trabalho tem como objetivo apresentar
o desenvolvimento de um protocolo voltado para a o cultivo in vitro de plantulas,
axénicas de C.americanum formadas a partir de embrides zigobticos sendo estes
utilizados para a producédo de explantes que serdo utilizados na geracdo de um
processo de producado de células que poderédo ser cultivadas na forma de calos
ou de suspensodes celulares, afim de se investigar com maior precisdo o estudo

referente ao acumulo de metabdlitos alvos nesta espécie.

2| METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no LablSisBio (Laboratorio de Investigacao sistematica
em Biotecnologia e Biodiversidade molecular) da Universidade Federal do Para
dentro da linha de pesquisa de Biotecnologia Vegetal. A pesquisa foi direcionada
a producédo de pléantulas e calos visando cultura de células a partir de explantes

provenientes da germinacdo de sementes in vitro de C. americanum.

2.3 Obtencao do Material Botéanico e Assepsia

O material selecionado para ser utilizado como fonte de explantes foram
sementes de C. americanum coletadas na Universidade Federal do Para, Campus
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Guama. (0,1°28'5.93” S e 0,48° 27’ 41.3” W). Aespécie em questao esta devidamente
cadastrada com registro de atividades de acesso ao Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero AA2BB8A. As sementes
foram submetidas a uma assepsia inicial constando de lavagens com agua corrente,
imersédo em NaClO a 2%(v/v) por 12 horas, uma lavagem com agua destilada estéril
com a adicao de Tween 80, imersado em fungicida Derosal a 5% (v/v) por 120 min,
seguido de duas lavagens com agua destilada estéril e imersdo em cefalexina 100
mg. L " por 12 horas.

2.4 Producao de pléantulas in vitro e Inducao de calos a partir de sementes de
C.americanum em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
reguladores de crescimento 2,4- D e BAP

Para producéao de plantulas in vitro e posterior indug¢ao de calos, os embrides
zigbticos de C. americanum foram excisados do endosperma da semente e em
seguida, todo este material foi manipulado em camara de fluxo laminar. Os embrides
isolados foram imersos em Polivinilpirrolidona (PVP) a 3% (v/v) por 5 min, etanol a
70% (v/v) por um minuto, NaClO a 10% por 5 minutos, além de serem submetidos a
5 lavagens com agua destilada estéril. Todos os embrides foram imersos em solugéo
de rifampicina 0,1% (v/v) por 10 minutos e posteriormente inoculados em meio de
cultura MS para germinagcdo. Uma vez desenvolvidos, estes embrides formaram
plantulas e houve a selecdo das melhores progénies para serem potenciais fontes
doadoras de explante. Ap6s serem selecionados, os explantes foram submetidos a
oito diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e BAP (Tabela 1).

TRATAMENTO 2,4-D (mg.L"") BAP (mg.L")
T1 2,0 0,1
T2 0,5 0,1
T3 0,2 0,1
T4 1,0 0,2
T5 0,2 0,2
T6 0,5 0,0
T7 1,0 0,5
T8 3,0 0,1

Tabela 1: Tratamentos utilizados com de reguladores de crescimento para indug¢édo de calos de
C.americanum em meio MS.

2.5 Estabelecimento da cultura de calos e obtencao das amostras

A obtencao de cultura de calos foi iniciada a partir da escolha dos explantes
obtidos de embrides e Plantulas axénicas cultivadas in vitroem meio MS suplementado
com os reguladores de crescimento 2,4-D (2,4 — Diclorofenoxiacético) e BAP
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(Benzilaminopurina). Estas concentragcdes foram estabelecidas de acordo com a
matriz experimental apresentada natabela 1. Durante o processo de desenvolvimento
e proliferacao celular foi avaliada a capacidade de cada érgao para producao de
calos, inclusive os embrides, bainhas foliares, bulbo e raizes. Foram adotadas como
variaveis a temperaura, pH, tempo e a concentracao dos reguladores de crescimento
no meio de cultura. Para a analise dos dados, calculou-se o percentual de indugao
de cada explante. (Tabelas 2, 3 ,4,5,6,7,8¢9).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados em relacdo a capacidade de inducao de calos de cada explante
envolvendo os oito tratamentos com diferentes combina¢cdes dos reguladores de
crescimento 2,4-D e BAP demonstram que o embridao pode ser indicado como
explante para inducéo de calos e também, quando ha converséo desses em plantula,
a excisao de diferentes partes dessas plantulas, como raizes e bulbo também podem
ser recomendados como explante. Neste estudo, constatou-se que na concentracao
3,0mg/L"de 2,4 D e 0,1 mg/L" de BAP as raizes apresentam 100% de capacidade
para formacao de calos friaveis e 0 embrido possui 90% de capacidade para formacao
de calos embriogénicos na concentracdo 1,0mg/L'de 2,4-D e 0,2 mg/L"' de BAP em
pH 6,5. O bulbo também possuiu capacidade para producéo de calos embriogénicos
de 70% nesta mesma concentracédo e pH. A temperatura que apresentou maior
eficiéncia para a calogénese foi a de 30°C. As bainhas foliares induziram apenas um
percentual de 20% formacgado de calos em todas as concentracdes testadas, sendo
esta considerada menor percentagem de todos os tecidos testados. A capacidade
para inducao de cada explante foi avaliada por um periodo de 90 dias. Os resultados
podem ser melhor visualizados através das tabelas a seguir:

Tratamentos Zggltzn?: ex'gracrjlfes T°C pH cre;?r%i:itio(rr:: L) inoc/iou((j;;o
2,4-D BAP
T1 Raiz 25 25 5,8 2,0 0,1 23
T2 Raiz 25 25 5,8 0,5 0,1 0
T3 Raiz 25 25 5,8 0,2 0,1 14
T4 Raiz 25 25 5,8 1,0 0,2 17
T5 Raiz 25 25 5,8 0,2 0,2 20
T6 Raiz 25 25 5,8 0,5 0,0 4
T7 Raiz 25 25 5,8 1,0 0,5 8
T8 Raiz 25 25 5,8 3,0 0,1 25

Tabela 2: Inducao de calos friaveis oriundos de raizes de C.americanum T°C 25 e pH 5,8
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Tratamentos Zigltaen?: exgrai(taes T°C pH crestzfr?\:l:tC(j)o(rn?ge L) inoéou?;ZO
2,4-D BAP
T1 Embrido 25 25 5,8 2,0 0,1 0
T2 Embrido 25 25 5,8 0,5 0,1 0
T3 Embrido 25 25 5,8 0,2 0,1 13
T4 Embrigo 25 25 5,8 1,0 0,2 29
T5 Embrido 25 25 5,8 0,2 0,2 23,4
T6 Embrido 25 25 5,8 0,5 0,0 0
T7 Embrido 25 25 5,8 1,0 0,5 25
T8 Embrido 25 25 5,8 3,0 0,1 12

Tabela 3: Inducéo de calos embriogénicos oriundos de embrides de C.americanum T°C 25 e pH
5,8

Regulador
Tratamentos Fonte de N® de T°C pH cresc‘iangentctj)o(r:;.tﬁ . % d?
explante | explantes 2.4-D BAP inducéo

TH1 Bulbo 25 25 5,8 2,0 0,1 20
T2 Bulbo 25 25 5,8 0,5 0,1 10
T3 Bulbo 25 25 5,8 0,2 0,1 13,4
T4 Bulbo 25 25 5,8 1,0 0,2 25
T5 Bulbo 25 25 5,8 0,2 0,2 17
T6 Bulbo 25 25 5,8 0,5 0,0 0
T7 Bulbo 25 25 5,8 1,0 0,5 21
T8 Bulbo 25 25 5,8 3,0 0,1 19

Tabela 4: Inducéo de calos friaveis oriundos de bulbos de C.americanum T°C 25 e pH 5,8

N° de Rggulador de % de
Tratamentos | Fonte de explante explantes T°C pH | crescimento (mg.L™) indugéo
2,4-D BAP
T1 Bainha foliar 25 25 5,8 2,0 0,1 0
T2 Bainha foliar 25 25 5,8 0,5 0,1 0
T3 Bainha foliar 25 25 5,8 0,2 0,1 0
T4 Bainha foliar 25 25 5,8 1,0 0,2 0
T5 Bainha foliar 25 25 5,8 0,2 0,2 0
T6 Bainha foliar 25 25 5,8 0,5 0,0 0
T7 Bainha foliar 25 25 5,8 1,0 0,5 0
T8 Bainha foliar 25 25 5,8 3,0 0,1 0

Tabela 5: Inducao de calos friaveis oriundos de bainhas foliares de C.americanum T°C 25 e pH
5,8
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Tratamentos Zigltae;:ee exl:ra(:\?es T°C pH cre;?r?wl;l:tio(rn?: L inzouzzo
2,4-D BAP

T1 Raiz 25 30 6,5 2,0 0,1 60
T2 Raiz 25 30 6,5 0,5 0,1 28
T3 Raiz 25 30 6,5 0,2 0,1 31

T4 Raiz 25 30 6,5 1,0 0,2 40
T5 Raiz 25 30 6,5 0,2 0,2 47
T6 Raiz 25 30 6,5 0,5 0,0 10
T7 Raiz 25 30 6,5 1,0 0,5 37
T8 Raiz 25 30 6,5 3,0 0,1 100

Tabela 6: Inducao de calos friaveis oriundos de raizes de C.americanum T°C 30 e pH 6,5

Regulador de
Tratamentos Fonte de N* de T°C pH cresciriento (mg.L") | . % d%

explante explantes 2.4-D BAP inducéo

T1 Embrido 25 30 6,5 2,0 0,1 80

T2 Embriéao 25 30 6,5 0,5 0,1 17

T3 Embrido 25 30 6,5 0,2 0,1 52

T4 Embriéao 25 30 6,5 1,0 0,2 90

T5 Embrido 25 30 6,5 0,2 0,2 50

T6 Embrido 25 30 6,5 0,5 0,0 2

T7 Embrido 25 30 6,5 1,0 0,5 70

T8 Embrido 25 30 6,5 3,0 0,1 18
Tabela 7: Inducao de calos embriogénicos oriundos de embrides de C.americanum T°C 30 e pH

6,5
Regulador de
Tratamentos Fonte de N* de T°C pH crescir?wento (mg.L") | . % d?

explante | explantes 2.4-D BAP inducéo

T1 Bulbo 25 30 6,5 2,0 0,1 58

T2 Bulbo 25 30 6,5 0,5 0,1 27

T3 Bulbo 25 30 6,5 0,2 0,1 23

T4 Bulbo 25 30 6,5 1,0 0,2 70

T5 Bulbo 25 30 6,5 0,2 0,2 42

T6 Bulbo 25 30 6,5 0,5 0,0 10

T7 Bulbo 25 30 6,5 1,0 0,5 60

T8 Bulbo 25 30 6,5 3,0 0,1 65

Tabela 8: Inducao de calos friaveis oriundos de bulbos de C.americanum T°C 30 e pH 6,5
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N° de Regulador de % de
Tratamentos |Fonte de explante explantes T°C pH | crescimento (mg.L") indugdo
2,4-D BAP
T1 Bainha foliar 25 30 6,5 2,0 0,1 20
T2 Bainha foliar 25 30 6,5 0,5 0,1 0
T3 Bainha foliar 25 30 6,5 0,2 0,1 0
T4 Bainha foliar 25 30 6,5 1,0 0,2 0,5
T5 Bainha foliar 25 30 6,5 0,2 0,2 0
T6 Bainha foliar 25 30 6,5 0,5 0,0 0
T7 Bainha foliar 25 30 6,5 1,0 0,5 0,2
T8 Bainha foliar 25 30 6,5 3,0 0,1 0,8

Tabela 9: Inducéo de calos friaveis oriundos de bainhas foliares de C.americanum T°C 30 e pH
6,5

A partir da metodologia utilizada foi possivel otimizar a germinagao in vitro
de embrides de C. americanum, o que resultou na geragdao de um protocolo para
assepsia tanto de sementes como embrides desta espécie para a obtencdo de
plantulas a serem utilizadas como fontes de explantes na cultura de células, o que
possibilitou a geracédo de um processo de producéo de biomassa em larga escala
desta espécie para inducao de calos.

O embridao de C. americanum é capaz de se desenvolver e é possivel observar o
mesmo em processo de germinagdo com desenvolvimento da plantula a partir do 30°
dia de cultivo (Figura 2), uma vez desenvolvida, esta pode ser utilizada como fonte de
explante nas diferentes regides (Figura 3). Na etapa de induc&o de calos houveram
diferentes tipos calos gerados a partir de embrides e raizes de C.americanum. Os
mesmos estéo ilustrados nas a Fotomicografias de calos embriogénicos e friaveis
(Figura 4). A figura 5 ilustra os calos obtidos em diferentes concentragcées dos
reguladores de crescimento 2,4-D e BAP ainda na presenca do agente solidificante
Phytagel. Os calos oriundos de raizes apresentaram caracteristicas fridveis obtidos
devido ao balan¢co hormonal utilizado no experimento envolvendo citocininas, pois
as mesmas podem estimular ou inibir uma variedade de processos metabdlicos,
fisiologicos e bioquimicos em plantas superiores. Segundo VIEIRA; MONTEIRO
(2002), estas estao envolvidas na regulacéo do crescimento e diferenciagao, incluindo
a divisao celular, dominéncia apical, formacéao de 6rgéos, retardamento da quebra
de clorofila, desenvolvimento dos cloroplastos, senescéncia das folhas, abertura e
fechamento dos estdmatos, desenvolvimento das gemas e brotagdes, além de atuar
no metabolismo dos nutrientes que séo uteis na regulacdo da expressao dos genes.
Mediante a estas funcdes de destaque, também é possivel explicar a presenca de
calos que apresentaram aspecto clorofilado. Por serem indispensaveis para a divisao
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celular, também promovem a multiplicacéo de células com a formacéao de tecidos e
orgaos in vitro. Segundo KERBAUY, (2013) as citocininas sdo muito importantes
para a clonagem de plantas via micropropagacao e também para a obtencao de
plantas haploides, para o cultivo e a fusdo de protoplastos, além se serem uteis
para producdo de substancias comercialmente importantes envolvendo plantas
transgénicas.

Folha

Bainha Foliar

Raiz

Figura 02: Germinacéo do embrido zigotico de C.americanum e desenvolvimento da plantula
em meio MS aos 30 dias de cultivo in vitro.

Fonte: CORPES, (2019)

Figura 03: Fotomicografias ilustrando as principais regides utilizadas como fonte de explante
de C.americanum obtidas através de microscopio esteroscopico. A: regidao do bulbo; B: regido
da raiz; C: embrido com inicio protrusao da raiz primaria; D: apice da raiz; E e F embriao da
semente.
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Figura 04: Fotomicografias ilustrando os diferentes tipos calos gerados a partir de embrides
e raizes de C.americanum. A: calo embriogénico; B e C calo embriogénico com producéo de
clorofila; D: calo friavel; E e F calo em processo de diferenciacéo celular.

) =)

Figura 05: calo embrigénicode C. americanum obtido na concentragéo 1,0 mg/L"'de 2,4-D e 0,2
mg/L" de BAP(A) e calo friavel gerado na concentragéo 3,0 mg/L" de 2,4 D e 0,1 mg/L"" de BAP

(B).
Fonte: CORPES, (2019)

41 CONCLUSOES

A assepsia adotada para o processo de inciacao a cultura e geragcao de possiveis
fontes de explante foi muito eficiente, o que posteriormente possibilitou também o
estabelecimento da cultura de calos.

Para a indugéo de calos em C. americanum sao recomendados como fonte de
explantes embrides zigbticos e segmentos de raizes provenientes de plantula.

Héa o desenvolvimento de embrides zigbticos e é possivel observar a formacgao
de plantulas in vitro em meio basico de cultura MS a partir do 30° dia de cultivo.

Embrides zigoticos e raizes séo as principais fontes de explantes para inducéao
de calos embriogénicos e friaveis em C. americanum sendo as células de raizes
altamente recomendadas para o crescimento de proliferacédo de biomassa de calos

fridveis.
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Fenois 71,73, 74,75,76,77,78,79, 80, 81, 95, 97, 100, 101
Flavonoides 71, 78

Formacéao de plantulas 22

G

Germinagao 12, 15, 16, 20, 21, 31, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 74, 82, 95, 96, 97, 102, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 114, 115
Germinacgéao in vitro 12, 20, 37, 39, 74, 95, 96, 97

H
Hibiscus 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55
|

indices biométricos 44

Invitro 12,13, 14, 15, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 37, 39, 40, 41,
42,43, 59, 60, 71, 72, 73, 74, 80, 81, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 114,
115, 117, 118, 119, 120, 124, 125, 127, 128

L
Leucaena leucocephala 71, 72,77, 78, 79, 80, 81, 82

M

Meristema apical 93, 101

Metabolitos secundarios 12, 15, 81, 101

Métodos de desinfestacdo 24

Micropropagacao 4, 21, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, 33, 41, 93, 102, 117, 119
Mofo cinzento 56, 57, 58

Mogno 117,118, 119, 126, 128

Morfoanatomia 129, 130, 131

Morfologicos 44, 46, 47, 134

N
NBR9050 83, 84
(0

Oleos essenciais 56, 58

Orchidaceae 1, 2

Orgaos vegetativos 129, 131, 132, 140

Ornamental 1, 2,13, 14, 23, 32, 43, 61, 62, 63, 65, 67, 103, 105, 106, 107, 108, 109, 111, 112,
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113, 114, 115
Orquideas 1,2, 3,4, 5,6, 10, 11
Oxidacao fendlica 117, 125, 127

P

Paisagismo 13, 14, 62, 65, 83

Phalaenopsis amabilis 1, 2,3,7, 10

Planta medicinal 71, 93

Planta ornamental 32

Plantulas 12, 15, 16, 17, 20, 22, 35, 36, 39, 40, 41, 44, 46, 47, 50, 52, 53, 54, 55, 65, 74, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 105, 106, 107, 109, 110, 111, 112, 116, 127
Porta-enxerto 129, 130, 131, 135, 136, 137, 138, 139, 140

Producéo de calos 12, 17

Pyrostegia venusta 76, 81, 93, 94, 95, 102, 103, 104

R

Reproducéo 1

Rosaceae 129, 130, 141

Rosa sp. 136, 137, 138, 139, 140, 141
Roseira 56, 58, 130, 135, 137, 138, 139, 141

S

Segmentos nodais 71, 73, 74, 75, 79, 80, 126

Sementes 4,7,12, 14, 15, 16, 20, 30, 31, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51,52, 53, 54, 55, 62, 65, 72, 74, 82, 95, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116
Substratos 31

T

Tecidos vegetais 26, 27, 31, 34, 82, 101, 117, 119
Terpenos 56
Tratamento de sementes 106, 107, 112, 115
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