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RESUMO

A exploraq,ﬁq da Warburgia salutaris, planta com alto valor medicinal, de forma
indiscriminada tem levado a espécie ao perigo de extingZo. O desenvolvimento de uma
metodologia de regeneragfo in vitro poderia auxiliar na obten¢o de um grande numero
de mudas e constituir uma alternativa a propagacdio sexuada. @propagagﬁo sexuada ¢
limitada pelo facto de as sementes perderem rapidamente a capacidade germinativa como
resultado da predacgdo por insectosD ‘

No presente trabalho, cujo objectivo era avaliar o efeito de diferentes '.concentrag:ées do

acido a-naflaleno-acético e da kinetina na indugfo de brotos nos explantes caulinares da

- Warburgia salutaris, foram utilizados como explantes 4pices caulinares desta planta,

oriundos de planta-matriz localizada na Resetva florestal de Licuati. No laboratério, os
.

Urn e
Ecg_ta};ges foram lavados com 4gua corrente e sob condigdes asscpticas na_ cimara de

e e e -

fluxo laminar efectuou-se a sua desmfecqﬁo com ctanol a70%e com “hipoclorito de
SM %. A% moculacﬁo fm efectuada em tubos de ensaio (20 x 100 mm) contendo 10

ml de meio de cultura ara lantas lenhosas suplementado com sacarose (3 % \
b .para p (WPM), sup ( o)
acido a-naﬂaleno-acetaco (ANA) nas concentrac;oes de 0.1 e 1.5 mg/L e a kinetina (KIN)
nas concentragdes de 1.5 e 3.0 mg/L. No tratamento controle nio houve adigio de

fitohormonas.

A cultura foi mantida numa sala de crescimento a temperatura de 27 °C , fotoperfodo de
16/8 horas (luz / escuro)~e-a- n'radlaqﬁo de cerca de ZEJEITOIm 8. S_e:nanalmente
efectuava-se -um-controle a5 $6 para retirar os tubos de ensaio contaminadas por
patégenos como também para a contagem dos provéveis brotos e folhas que se

formassem em cada tratamento.)

A interrupgo precoce do ensaio, consequéncia do elevado indice de contaminagdo da

cultura por fungos e bactérias nfo permitiu a avaliago do efeito de kinetina e do 4cido o-
naftaleno-acético na indugfio de brotos_.. Contudo, verificou-se que a adi¢8io kinetina e do
dcido a-naftaleno-acético nas concentragdes testadas, ao meio de cultura reduzia a
formagio de folhas.
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1. INTRODUCAO

A Warburgia salutaris é uma planta arbustiva ou arvore de pequeno a médio porte,
pertencente a familia Canellaceae (Pooley, 1994). Ocorre em florestas sempre verdes e
em ravinas arborizadas (Palgrave,1981). £ uma planta esbelta, geralmente com 52 10 m
de altura, embora em algumas 4reas atinja 20 m (van Wyk,1994). As folhas s#o alternas
Ou com arranjo em espiral, cor vcrde-esc;uro brilhante na pagina superior, palidas na
pagina inferior, possuem a margem inteira, peciolo curto e apresentam a cor azul-
esverdeada quando jovens. A floragiio ocorre entre os meses de Abril e Maio. As flores
sd0 pequenas, amarelo-esverdeadas e encontra-se somente uma em cada axila. A
ﬁ'utiﬁcaqﬁo ocorre no periodo compreendido entre os meses de Outubro € Dezembro. Os
frutos tm a forma quase esférica e sdo de cor verde brilhante a pﬁrpura (Pooley, 1994).

De acordo com Jansen & Mendes (1990), em Mogambique, a Warburgia salutaris pode

ser encontrada em florestas abertas e submontanhosas do extremo sul, onde € conhecida
com o nome vernacular de “chibaha”.

A Warburgia salutaris tem aplicagio medicinal desde os tempos remotos, 0 nome
especifico “salutaris” significa satide. A casca contém tiamina, manitol (van Wyk 1994,
van Wyk & Gericke 2000), sesquiterpenoides antibacterianos (Rabe & van Staden, 2000),
sesquiterpenoides  moluscidais (Appleton & Clark, 1997), a sua parte interna é
avermethada, amarga e tem uma variedade de aplicagdes (Palgrave,1981). Ela
providencia tratamento para tilceras (Mashimbye et al., 1999), reumatismo, febre, doengas
venéreas ( van Wyk et al, 1997), constipagio cbmum, limpeza do seio paranasal, dores
do peito e quando fervida juntamente com as raizes € considerada eficaz no tratamento
contra maldria (Palgrave,1981).

Segundo Jansen e Mendes (1990), Zschocke et al. (2000) e Golding (2002), esta planta &
uma das espécies com maior risco de extingfo na Africa Austral, ndo sé devido a sua

destrui¢iio como consequéncia da extrac¢do da casca para o uso na medicina tradicional,
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como também por causa da inviabilidade das suas sementes como resultado da predacgfio
por insectos.

De_acordo com Fato (1995), os colectores que sfio geralmente lenhadores, cagadores,
carvoeiros e cortadores de material de construgio cothem vérias plantas medicinais,
dentre as quais a Warburgia salutaris, directamente no meio natural e levam-nas para o

mercado, desenvolvendo-se activamente o fluxo destas espécies medicinais € sua
aplicagdo.

Jansen & Mendes (1990) defendem que a proteccdio desta planta seria possivel se a
extracgdo da casca fosse feita em plantas cultivadas.

Poucas pesquisas foram publicadas acerca da propagaglo da Warburgia salutaris, dum
modo geral e usando técnicas de micropropagagiio, em particular. Contudo, alguns
experimentos realizados com vista a multiplicar esta planta através de macropropagagXo
na Universidade Eduardo Mondlane, no Instituto de Investigagio Agraria de
Mogambique e no Jardim Tunduro nio apresentaram resultados satisfatérios ( Senkoro,
em comunicagio pessoal, 2006). Um outro experimento realizado por Gomane (2005),
com o mesmd propésito, usando a macropropagagiio, foi também infrutifero.

Muitas plantas herbiceas e lenhosas tém sido vegetativamente propagadas a vérios anos;
Infelizmente, para algumas, as técnicas tradicionais de propagagdio vegeétativa nfio sfo
eficientes e consequentemente existe uma longa histéria sobre tentativas para se obter a
regeneracdo controlada de plantas, in vitro (Bonga & Aderkas, 1992).

vilro ou sob condi¢des estérels Nesta técmca, o controle do crescimento que opera numa
planta intacta pode ser rcduzldo ou eliminado com vista a induzir a formag3io de vérios
brotos a partir durn explante inicial. Estes brotos poderdo ser separados e induzidos a
formarem raizes, gerando uma planta inteira. A micropropagagio pode, desse modo
fornecer milhSes de réplicas da planta ongmal (Baker,1992), de forma continua,
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independentemente da época do ano, e de forma mais rapida que os métodos
convencionais de propagagio vegetativa (Thorpe et al., 1991).

A indugio de possiveis respostas morfogénicas em micropropagaglo & dependente de
factores externos (fisicos e quimicos), como meio de cultura, reguladores de crescimento
e condi¢Bes ambientais (Vasil, 1987), e também de factores inerentes ao material vegetal,

como o estado fisiolégico do explante ¢ da planta que lhe deu origem (Thorpe et
al., 1991),

A combinagio de diferentes proporgdes de citoquininas e auxinas constitui um
instrumento na regulagdo da divisdo celular, alongamento celular e formag#o de 6rgdos in
vitro (Salisbury & Ross 1985, Pierik 1990, Dodds & Roberts 1995, Preece 1995,
Hartmann er al. 1997, Peres & Kerbauy 1999). A alta razfo citoquinina / auxina tende a
promover a formagfio de brotos enquanto que a baixa razéo induz-a formagfo de raizes.
Proporg8es iguais ou préximas destas hormonas favorecem a formag3o simultinea de
brotos e raizes ou callus indiferenciado (Hartmann et al., 1997).

Segundo Caldas et ql. (1990), .os meios de cultura controlam o padrio de
desenvolvimento in vitro. Possuem geralmente agar ou outro produto como gerlite para
garantir wna consisténcia semi-s6lida, macro e micronutrientes, sacarose que ¢ uma fonte
priméria de energia e algumas vitaminas (Hartmann et al,, 1997).

A grande variedade de nieios de cultura que tem sido utilizada para a regeneragfio de
énsfi&—iés de diferentes géneros foi relatada por Thorpe et al. (1991) entre diversos outros
pesquisadores. Alguns desses meios de cultura sdo: Murashige-Skoog (MS), Anderson

(AND), Gamborg B5 e o meio de cultura para plantas lenhosa (WPM).

O controle das condigdes ambiéntais como a temperatura e aluz ¢ muito importante no

desenvolvimento das culturas. A temperatura usada frequentemente em micropropagagio
varia de 25 a 27 °C (Hartmann et al., 1997).
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O efeito da luz tem a ver com a irradiagdo, o fotoperiodo e com a qualidade. Os niveis de
irradiagfo luminosa tipicos para a micropropagagfo situam-se entre 40 e 80 pmol.m*s' e
o fotoperiodo usado com maior frequéncia € de 12 a 16 horas de luz por dia. A qualidade
de luz varia em fungfo das lampadas utilizadas. As lémpadas fluorescentes que produzem
luz branca s3o usadas com maior frequéncia na sala de crescimento. A luz azul estimula a
produgfio de clorofila e favorece a expansdo foliar, sugerindo-se desse modo o seu uso
durante a aclimatizago das plantulas (Hartmann et al,, 1997).

Segundo Dodds & Roberts (1995) ¢ Hartmann ef al. (1997) , a fonte de explantes deve
ser cuidadosamente selecionada, uma vez que o tipo de explante utilizado muitas vezes
determina o grau de sucesso na micropropagagdo. Os explantes devem ser retirados de
plantas em crescimento ativo e que nfo estejam passando por qualquer tipo de estress
como seca, temperaturas excessivamente baixas ou altas, deficiéncia mineral e ataque de
pragas ou doengas.

Com o presente trabalho pretendia-se avaliar o efeito de diferentes concentragBes do
acido o~naftaleno-acético ¢ da kinetina na indugdo de brotos nos explantes caulinares da
Warburgia salutaris, de modo a se dar uma contribuigiio no cstabelecnnento de um

protocolo para a sua regeneracﬁo através da micropropagagéo.
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2. OBJECTIVOS
2.1 Objectivo geral

Avaliar o efeito de diferentes concentra¢des do &cido a-naftaleno-acético (ANA)e da

kinetina (KIN) na indugio de brotos nos explantes caulinares da Warburgia
salutaris.

2.2 Objectivos especificos

* Determinar as concentrag8es 6ptimas do ANA e da KIN para a indugio de brotos.

3. HIPOTESE

* Maior proporgio KIN / ANA promoverd maior percentagem de formacfio de brotos,
segundo Bonga & Aderkas (1992), Dodds & Roberts (1995) e Hartmann et al. (1997).

4. AREA DE ESTUDO

O trabalho laboratorial foi realizado no laboratério de cultura de tecidos pertencente ao
Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade Eduardo Mondlane.

O..laboratério estava dividido em trés compartimentos fundamentais. O primeiro
compartimento era a irea envolvida na lavagem do material laboratorial, dos explantes,
conservacHo de produtos quimicos, para além da preparagio e esterilizacio do meio de
cultura. No segundo compartimeﬁto, existiam cimaras de fluxo laminar, nas quais foi
feita a inoculagdo dos explantes sob condigBes assépticas. O tiltimo compartimento (sala
de crescimentq) possuia prateleiras sobre as quais colocou-se a cultura, lampadas

fluorescentes (fonte de luz) e um aparelho de ar-condicionado que permitiu ajustar a
temperatura as exigéncias da cultura,
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5. MATERIAL E METODO

5.1 Material e equipamento experimental
¢ Copos de vidro;

¢ Baldes volumétricos;
Pipetas graduadas;
Tubos de ensaio (20 x 100 mm);
Tinas de vidro;
Papel de aluminio;
Papel de filtro;
Parafilme;
Pingas longas;
Bisturis;
Miscara;
Marcador de tinta permanente;
e Garrafa spray;
¢ Termémetro;
o Lamparina;
® Balancas analiticas;
Medidor de luz;
Autoclave;
Geleira,
Cémara de fluxo laminar;
Micro-onda;
Agitador magnético;
Medidor de pH;
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5.2 Reagentes e solugdes
Agua destilada;
Ag}la destilada estéril;
Agar;.
Sacarose;
Tween 20;
Etano! a 70%;
Hipoclorito de sédio a 20 %
KOH ou Na0H & 0,1N;
HCII a0,IN;
Kinetina (KIN);
Acido a-naftaleno-acético (ANA);
Componentes do meio de cultura WPM (Anexo n° 1.

5.3 Metodologia

O ensaio laboratorial foi composto por cinco tratamentos com vinte ¢ sete réplicas para
cada tratamento, sendo. o tratamento controle, o qual nfio houve adi¢do de fitohormonas
a0 meio de cultura ¢ outros quatro tratamentos com diferentes concentragdes de
reguladores de crescimento. Os reguladores de crescimento usados foram o dcido a-
naftaleno-acético (ANA) nas concentragBes de 0.1 e 1.5 mg/L e a kinetina (KIN) nas
concentragSes de 1.5 e 3.0 mg/L, conforme ilustra a tabela 1.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
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Tabela 1 - Concentragdes das fitohormonas em cada tratamento e o respectivo niimero
de réplicas.

Indugfio de brotos | N°de réplicas
Concentragio (mg/L)
Tratamentos NAA KIN 27
0,00 0,00 27
0,10 1,50 27
0,50 1,50 27
0,10 3,00 27
0,50 3,00 27
135

5.3.1 Preparagiio de solugdes de fitohormonas

A solugdo de citoquinina foi preparada dissolvendo-se 15 mg de kinetina em pé em
cerca de 4 ml de HCL a 0.1 N num baldo volumétrico de 1L e adicionou-se dgua
destilada até ao volume final de 1L. A preparagio da solu¢io de auxina consistiu na
dissolugdio de 1 mg do 4cido a-naftaleno-acético em cerca de 4 ml de etanol a 70 % e
posteriormente adicionou-se 4gua destilada até ao volume final de ! L. Ambas solugBes
foram rotuladas ¢ depois conservadas na geleira a 4°C. -

5.3.2 Preparaciio das solucdes stock

As solugdes stock A,B,C, D e E continham macro e micronutrientes enquanto que F e G
possuiam substéncias orgdnicas (Anexo 1). Estas solugbes eram 100 vezes mais
concentradas que a solugdo final, tendo se usado 10 ml de cada solugdo stock por um
litro de meio de cultura preparado.

Preparou-se a solugiio stock 4, colocando-se cerca de 400 ml de 4gua destilada num copo
de vidro de 1L. Numa balanga electrénica pesaram-se e com ajuda de um agitador
magnético dissolveram-se, os nutrientes indicados no grupo A do anexo 1. Depois de se
tornar homogénea, transferiu-se a solugéo para um baldo volumétrico de 1L, adicionou-se
dgua destilada até ao volume final de 1 L, rotulou-se e conservou-se na geleira a 4°C.
Repetiu-se o procedimento anterior para preparar as sdluc;ﬁes stock B, C, D, F e G usando

os compostos indicados no grupo designado pela respectiva letra.
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No caso da soluglio stock E, pbs-se cerca de 40 ml de dgua destilada morna num copo de
vidro de 100 ml e dissolveu-se FeSQ,7H,0. Num outro copo, pos-se 40 ml de dgua
desﬁlz_lda moma e dissolveu-se Na,EDT. Juntaram-se as duas solucdes, transferiu-se a

‘'solug3o final para um balfio volumétrico de 1L, adicionou-se agua destilada até ao
- volume final de 1 L, cobriu-se a solugio com papel de aluminio para proteger da luz,

rotulou-se e conservou-se a solugdo a temperatura ambiente para evitar a precipitagio do

ferro a baixas temperaturas, de acordo com Dodds & Roberts (1995).
5.3.3 Preparagio do meio de cultura

Prepararou-se 3 litros de meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,1980), colocando-se
aproximadamente 300 ml de 4gua destilada num copo de vidro de 1 L, adicionou-se 30
ml de cada solut;ﬁb stock, 90g de sacarose e dissolveu-se a mistura através de um agitador
magnético. Acrescentou-se 4gua destilada até ao volume de 300 ml e dividiu-se
equitativamente a solugfio em cinco copos de 600 ml etiquetados de 1 a5 Em seguida,
colocaram-se 60 ml de KIN a 15 mg/L nos copos 2 e 3, nos copos 4 ¢ 5 pos-se 120 ml de
KIN a 15 mg/L, 60 ml de ANA a 1 mg/L nos copos 2 ¢ 4, por fim pds-se 300 ml de

ANA a I mg/L nos copos 3 e 5. Acrescentou-se gua destilada a todos os copos até ao
volume de 600 ml.

Ajustou-se o pH para 5,7+0,1 (Owen ef al,, 1991) usando-se HCl e NaOH. Adicionou-se
a cada um dos cinco copos 6 g de agar, homogeneizaram-se as solugBes num agitador
magnético e colocou-se cada copo contendo o meio de cultura num micro-onda, durante 5
minutos para a dissolugdo do agar,

Distribuiu-se 0 meio de cultura contido em cada copo por vinte e sete tubos de ensaio,

~ pipetando 10 ml para cada tubo. Taparam-se os tubos com papel de aluminio e

etiquetaram-se indicando a data e o tratamento. Esterilizou-se o meio de cultura através

da autoclavagem a 1,5 kg / cm’ e 121°C por 15 minutos e deixou-se solidificar por 24
horas. ' '
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5.3.4 Colheita de explantes

A colheita dos explantes na Reserva Florestal de Licuati consistiu em cortar extremidades
apicais do caule nio lenhoso (Pasqual & Ando,1989) de Warburgia salutaris, com 5 cm
de comprimento contendo dois ou mais nés, com auxilio duma texoura. Para prevenir a
desihidratagfio dos explantes, colocaram-se num recipiente com égua; No laboratério,

retiraram-se as folhas dos explantes de modo a deixar apenas as hastes caulinares que
foram lavadas com 4gua corrente.

5.3.5 Esterilizagfio ¢ inoculagfio de explantes

Trabalhou-se em meio asséptico para evitar contaminagio da cultura por bactérias e
fungos (Hartmann et al.,1997). Para tal limpou-se em primeiro lugar o local de trabalho
(cdmara de fluxo laminar) com algodio humedecido com 4gua para remover o p6 e as
impurezas, limpou-se novamente com algodio humedecido com etanol a 70 %. A cAmara
de fluxo laminar manteve-se ligada 30 minutos antes da sua utilizagéo.

A esterilizacio dos explantes consistiu em imergi-los em etanol a 70 % por cinco
minutos, em hipoclorito de sédio a 20 % com algumas gotas de tween 20 durante quinze
minutos e trés lavagens com 4gua destilada esterilizada, tendo cada lavagem durado cinco
minutos (Dodds & Roberts,1995). Transferiu-se um explante de cada vez para a
superficie do papel de filtro estéril, onde com ajuda de pingas e bistul;l’s estéreis cortou-se
cerca de 2-3 cm da extremidade basal de cada explante, reduiindo—os de 5 cm a cerca de
2 cm (Norton & Norto_n 1986, Hartmann ef al. 1997).

- A inoculagdo dos explantes ocorreu em tubos de ensaio contendo o meio de cultura, em

seguida taparam-se os tubos de ensaio com papel de aluminio e foram selados com

parafilme.
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5.3.6 Incubagiio da cultura

A cultura foi incubado numa sala de crescimento a temperatura de 27 °C, fotoperiodo de

16/8 horas (luz / escuro) e a irradiagio luminosa de cerca de 40umol.m™.s" produzida
por ldmpadas fluorescentes.

5.3.7_Controle

Semanalmente efectuava-se um controle n3o s6 para retirar parte da cultura contaminada

por patégenos como também para a contagem dos provéveis brotos e folhas que se
formassem em cada tratamento.

5. 4 Anélise estatistica

Os dados foram analisados no pacote estatistico Statistix versdo 2.0. A comparagdo dos

‘niimeros médios de folhas por tratamento foi feita pelo teste ANOVA one-way (Fowler &

Cohen, 1996) e pelo teste posterior para comparagio de médias, Tukey a um nivel de
significincia de 5%.
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6. RESULTADOS

No presente estudo ndo houve formagio de brotos. Contudo verificou-se o surgimento de
novas folhas em quase todos tratamentos. As folhas resultaram do desenvolvimento das
hastes caulinares presentes nos apices dos explantes (Figura 1), excepto no tratamento
com 3.0 mg/L. de kinetina e 0.5 mg/L de acido «a-naftaleno-acético (T5), no qual ndo se

verificou a formagdo de novas folhas.

Figura 1. Um explante de Warburgia salutaris com novas folhas e contaminagio

fungica, depois de duas semanas na sala de crescimento.

O tratamento controle (T1) apresentou maior nimero médio de folhas, ndo obstante o
maior desvio padrdo, em relagdo aos restantes tratamentos cujas médias foram inferiores

a 0.5, tal como ilustra a figura 2.

A comparago dos nimeros médios de folhas por tratamento, feita pelo teste ANOVA
one-way mostrou que existem diferengas significativas entre os tratamentos (Anexo 2a).
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O teste posterior de comparagio de médias, Tukey (P<0.05) ilucidou que existem
diferencas significativas apenas entre o tratamento desprovido de reguladores de

crescimento (T1) e os restantes (Anexo 2b).

Os explantes mantinham um aspecto saudavel em todos tratamentos, embora se
destacassem os tratamentos controle € ¢ com 1.5 mg/l. de kinetina e 0.1 mg/L de acido
a-naftaleno-acético (T2). A taxa de sobrevivéncia nula verificada na cultura resultou da
destruicdo da parte basal dos explanbtes originada pelo desenvolvimento dos fungos no

meio de cultura.
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Figura 2. Numero médio de folhas e o respectivo desvio padrdo correspondentes aos
tratamentos T1 ( controle, sem fitochormonas), T2 (1.5 mg/l. de KIN e 0.1 mg/L de
ANA), T3 (1.5 mg/L de KIN e 0.5 mg/L de ANA), T4 (3.0 mg/L de KIN e 0.1 mg/L de
ANA) e T5 (3.0 mg/L de KIN e 0.5 mg/L de ANA), no periodo de duas semanas.
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7. DISCUSSAO

O maior mimero de folhas nos explantes de Warburgia salutaris formou-se no tratamento
sem adi¢io de ﬁtqhormonas (Figura 2). Gomane (2005), embora através da
macropropagacdo, teve um resultado similar ao verificar maior niimero de folhas no
tratamento sem adi¢fio de reguladores de crescimento e que a adigdo &o AIB (4cido-3-

indol butirico) causava uma redugfo do nimero de folhas nas estacas de Warburgia
salutaris.

A melhor resposta no crescimento ¢ desenvolvimento num meio de cultura sem
reguladores de crescimento foi também observada em Ipomea batatas (Martins citado por

Pereira et al., 2000) ¢ em Clusia nemorosa (Saleh & Shepherd citado por Pereira ef al,
2600).

A adigfio exégena de fitorreguladores tera, provavelmente, causado um desbalango
hormonal endégeno. De acordo com Pinto & Pasqual citado por Pereira et al. (2000),

certos tecidos sintetizam as quantidades de hormonas que necessitam apesar de outros
serem totalmente dependentes da adigdo ex6gena.

A interrup¢fio precoce do ensaio, consequéncia da contaminagfio das culturas por fungos
¢ bactérias, limitou a avaliagio do efeito de kinetina e do 4cido a-naftaleno-acético na
indugdo de brotos, pois o tempo necessério para a formag#o de brotos, segundo Dodds &

Roberts (1995), pode atingir vérios meses dependendo da espécie e das condigBes da
cultura. |

Esperava-se que o tratamento com maior proporc¢do kinetina / 4cido a-naftaleno-acético

(T4) apresentasse melhor resultado em termos de formagdo de brotos, de acordo com

Dodds & Roberts (1995) e Hartmann et al. (1997). Mas pelo facto de se ter verificado
maior niimero de folhas no tratamento sem reguladores de crescimento, o que significou
maior taxa de crescimento, provavelmente o maior niimero de brotos também fosse

observado no mesmo tratamento. Todavia, tal situa¢io ndo se verificaria caso o balango
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. hormonal end6geno nio fosse adequado para eliminar a dominfncia apical que poderia

manter os brotos laterais dormentes (Salisbury & Ross 1985), se houvesse alta atividade
de_citoquinina oxidase (enzima que degrada citoquininas), impedindo o alcance do
balango citocinina / auxina indutor da formag#o de gemas (Peres & Kerbauy,1999) ou por
falta de competéncia (capacidade de responder ao estimulo hormonal necessirio a
indugio da formagdio de um 6rgdo) (Christianson & Warnick, 1988). A falta de
competéncia de um tecido pode refletir a falta de receptores para a classe hormonal que
deveria induzir o processo organogenético (Cary et al., 1999) mas pouco se sabe, até o

momento, sobre os mecanismos envolvidos nesse processo (Dormenburg & Knorr 1995,
Kerbauy citado por Peres, 2000).

A contaminagfo bacteriana e fiingica ¢, de acordo com Dodds & Roberts (1995), um dos
maiores problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento do explante in vitro,
principalmente a presente na superficie dos tecidos de folhas, gemas e segmentos nodais.
Além da contaminagdo superficial, & freqiiente deparar-se com contaminagio presente no
interior dos tecidos, designada contaminagio endégena, que é mais comum em explantes

derivados de plantas que crescem no campo. Orglos e tecidos com contaminag¥o

endégena sfio de dificil desinfecgfo, devendo-se dar preferéncia a explantes derivadas de
plantas cultivadas em ambientes controlados. Contudo, a vnica fonte de explantes de

Warburgia salutaris existente eram as plantas que cresciam no meio natural.

A partitha do espago do laboratéric para a realizagio de outros estudos terd
possivelmente contribuido para a elevada taxa de contaminagfo da cultura porque nem
todos individuos que erﬁravam no laboratério observavam as medidas de assépsia
necessérias num laboratério de cultura de tecidos, E também prbvével que a fraca pressdo
do ar na cimara de fluxo laminar nio tenha garantindo um ambiente estéril para

minimizar o risco de contaminacfio durante a fase de transferéncia dos explantes para o
meio de cultura.
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8: CONCLUSOES

* Nio foi possivel a avaliar o efeito de kinetina (KIN) e do 4cido a-naftaleno-
acético (ANA) na formagfio de brotos nos explantes caulinares de Warburgia
salutaris dado elevado indice de contaminagfo da cultura por fungos e bactérias.

Portanto, nfio foram encontradas as concentragBes Gptimas de ANA e KIN para a
indugio de brotos.

A adiglio de kinetina ¢ do 4cido o-naftaleno-acético nas concentracdes testadas ao

meio de cultura para plantas lenhosas, reduz a formagio de folhas nos explantes
caulinares de Warburgia salutaris.
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9. RECOMENDACOES

Recomenda-se:

A colheita de explantes a partir de plantas cultivadas em estufas onde o ambiente

possa ser controlado através de pulverizagdes periddicas e consequentemente
reduzir-se o indice de contaminag#o da cultura por patégenos.

A colheita de explantes a partir de plantas cuja idade é conhecida de modo a
seleccionar as plantas mais jovens, nas quais a actividade metabélica é mais

activa, o que proporciona maiores chances de formagéio de brotos.

A melhoria no funcionamento da instalagio eléctrica do laboratério o que
permitird funcionamento permanente do aparelho de ar-condicionado, evitando-se

desse modo a oscilag#o da temperatura para além do previsto.

A instalago de um interruptor automitico para garantir o controle do fotoperiodo
de forma mais eficiente. '

_ A assisténcia técnica periédica da cimara de fluxo laminar pafa assegurar um

ambiente de trabalho asséptico e minimizando-se desse modo o risco de
contaminagdo da cultura por patégenos.

A melhoria da cobertura do loboratério para impedir a infiltragio da 4gua da
chuva que nfio s6 dificulta a manutengio de um ambiente estéril dentro do

laboratério como torna as condigBes de trabatho dificeis quando chove.
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Anexo 1 - Componentes quimicos das solugdes stock (gramas / litro) usadas na

preparagdo do meio de cultura para plantas lenhosas (WPM) idealizado por Lloyd &
McCown (1980).

Grupo Composto

NH4NO;
Ca(NO; 4H,0)

K2S04 THy0
MgS0, 7H;0
MnS0; Hy0
ZuS0; 7Hz0
CuS0;4 SH,0

CaCl; 2H,0

KH;P0,
H;B0;
NaMo0, 2H,0

FeS04 7H,0
NaEDTA

Tiamina-HCl
Acido nicotinico
Pirodoxina-HCl
Glicina

Myo-inositol




Anexo 2. Teste estatistico do nimero de folhas formadas pelos explantes da Warburgia
salutaris entre diferentes tratamentos (T1, T2, T3, T4e TS)

a) STATISTIX FOR WINDOWS

ONE-WAY AOV FOR: T1 T2 T3 T4 T5

SQURCE DF

BETWEEN 33.4815 8.37037 22.16 0.0000
WITHIN 130 49.1111 0.37778
TOTAL 134 B2.5926

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERC;
VARIANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.29602
EFFECTIVE CELL SIZE 27.0

SAMPLE GROUP
VARIABLE MEAN STD DEV

0.0741
0.0000
TOTAL 0.4074 135

CASES INCLUDED 135 MISSING CASES

b) STATISTIX FOR WINDOWS

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOQUS
GROUPS

1.3704
0.3704
0.2222
0.0741
0.0000

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 3.857 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4562 ’

STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.1673




Anexo 3. Disposigdo da cultura durante o ensaio, na sala de crescimento.




