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CULTIVO IN VITRO E ESTAQUIA DE Ginkgo biloba L.

Paloma Alves da Silva Sextp Magali Ferrari Grando % Alexandre

Augusto Nienow’; Delvino Nolla®*

RESUMO - Ginkgo biloba Ginkgo biloba L.) é uma espécie
ornamental originaria da China e tem despertadueresse cientifico

! Eng?. Agra., Mestranda do Programa de Pés-GraduagéiAgronomia, area de
concentracdo em Produg@o Vegetal, da Faculdade gtendmia e Medicina
Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo FunidieR).

2 Orientadora, Bidloga, Ph.D., professora de GeagtRiotecnologia e Biologia
Molecular da FAMV-ICB/UPF.

® Co-orientador, Eng. Agr., Dr., professor de Fultiwra e Silvicultura da
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“ Eng. Agr., M.Sc., professor de Plantas Medicidai$AMV/UPF.



no Ocidente, em funcéo da sua capacidade de zartetompostos
quimicos, como ginkgolides e bilobalide, Uteis matamento de
diversas doencas. A dioicia, a dorméncia das sewdnta do seu
habitat original e o baixo nimero de exemplaregatis/eis no Brasil,
sao alguns dos fatores limitantes que justificadegenvolvimento de
técnicas como a cultura de tecidos e estaquiaqueranultiplicacao.
Visando estudar o comportamentoG@iamkgo bilobadurante o cultivo
in vitro e estaquia, foram realizados cinco experimentake daram

avaliadas as respostas morfogenéticas e o deseaneale dos apices
caulinares e segmentos nodais cultivados em diessemeios de
cultura, bem como o potencial de enraizamento dacas

semilenhosas utilizando diferentes concentragcesredolador de
crescimento AIB (acido indolbutirico). N&o foi gbgel estabelecer o

cultivo in vitro a partir de segmentos nodais devido a elevadas

contaminagdes fangicas. Os apices caulinares adliy em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD e McCOWN,
1980) sem reguladores de crescimento apresentaram
desenvolvimento de brotacdes a partir os meristggmaexistentes,
sendo que o0 meio MS induziu maior frequiéncia dealies e nimero
de folhas/explante. Meios suplementados com regrgad de
crescimento benzilaminopurina (BAP 0, 0,5 1,0 er2¢g0L™"), cinetina
(CIN 0, e 1,0 mg ! ) combinados com &cido naftalenoacético (ANA
0 e 0,1 mg [}) e &cido indolacético (AIA 0 e 1,0 mg'Le &cido
giberélico (GA0 e 0,5 mg [*), suplementados ou ndo com aditivos
nutricionais, induziram a producdo de calos em %¥®@os apices
caulinares. A frequéncia de calos organogénicosn lm®mo a

sobrevivéncia dos mesmos foi influenciada pela asigdo do meio

(0]



de cultura, sendo a combinacdo de KIN+AIA+L-prolinaseina
hidrolizada positiva para a inducdo deste tipoale.dNo experimento
realizado com estaquia, 0 enraizamento obtido néasdibses de AIB

testadas, foi de 2,5 %.

Palavras-chave: Micropropagacéo, Meio de cultura, Calogénese,

Enraizamento, Reguladores de crescimento.

IN VITRO CULTURE AND CUTTING OF Ginkgo biloba L.

Paloma Alves da Silva Sextp Magali Ferrari Grando % Alexandre

Augusto Nienow’; Delvino Nolla®*

ABSTRACT - Ginkgo bilobais an ornamental specie originated from
China and has called scientific attention in thestwdue to the

production of chemical compounds as ginkgolides &iidbalide,

! Agronomist, Master student in Agronomy Graduat®mgram, Major in Plant
Production at Department of Agronomy and VeteramarMedicine — University of
Passo Fundo (FAMV/UPF).

2 Adviser, Biologist, Ph.D., professor of GenetiBotechnology and Molecular
Biology , FAMV-ICB/UPF.

% Co-adviser, Agronomist, Dr., professor of FruitiaBilviculture, FAMV/UPF.

4 Agronomist, M.Sc., professor of Herbal plants, PAMPF.



useful in the treatment of various diseases. Theeadbus, the
dormancy of the seeds out of their original halatad the low number
of samples available in Brazil, are the limitatfaetors that justify the
development of techniques like the tissue culturé eutting for its
multiplication. Aiming to study the behavior &finkgo bilobaduring
the in vitro culture and cutting it were carried out five expemts
being evaluated the morphogenesis responses artvieéopment of
shoot-tips and nodal segments cultured in diffeceriiure media; as
well the potential rooting of semi hardwood cutsngsing different
concentrations of growth regulator IBA (indolbutyecid). It was not
possible to establish the vitro culture from nodal segments due to
high rate of fungi contamination. The shoot-tipsticated on media
MS (MURASHIGE and SKOOG, 1962) and WPM (LLOYD and
McCOWN, 1980) without growth regulator presentede th
development of shoots from pre-existing shoot-tipad the MS
medium induced higher frequency of shooting anddamumber of
leaves/explant.  Culture  media  supplemented with  the
benzilanimopurine (BAP 0, 0.5 1.0 and 2.0 m{ ). kinetin (KIN 0
and 1.0 mg ), naftalenoacetic acid (NAA 0 and 0.1 mg)L
indolacetic acid (IAA 0 and 1.0 mg). and giberelic acid (G£0 and
0.5 mg LY growth regulators, combined or not with the rtigrial
addicts, promoted the induction of organogenicusailh 100 % of the
shoot-tips cultured. The frequency of organogemilli,cas well the
survival of them, were influenced by the composital the medium,
and the combination of KIN+AIA +L-proline+caseindrplyzed was
positive to the induction of this type of callus.the experiment made



with cuttings, the rooting obtained in the 3 doeésIBA tested was
2,5 %.

Key words: Micropropagation, Culture media, Calogenesis, Rgot
Growth regulators.

1 INTRODUCAO

Ginkgo biloba € considerada uma importante arvore
ornamental e medicinal devido a beleza e produgidndmeros
compostos quimicos de importancia farmacéutica (\BHEK et al.,
1997). Suas folhas sdo as Unicas que sintetizatoscéipos de
terpenos, como ginkgolides e bilobalide, essengaria o tratamento
de diversas doencas (BALZ et al.,, 1999), entre @lasficiéncia
cerebrovascular, deméncia, Mal de Alzheimer, probe
circulatorios, renais, perda auditiva e visual erd@as cardiacas,
sendo também muito atil na inativacdo de radicaigres
(LICHTBLAU et al., 2002).



Entre os fatores que justificam o desenvolvimen&g d
técnicas de propagacao vegetativa @mkgo biloba esta o baixo
namero de exemplares no estado do Rio Grande dd&ul como o
fato dessa espécie ser didica e apresentar baixaléagerminacéo de
sementes. O desenvolvimento de técnicas reprodutiternativas
como a cultura de tecidos e a estaquia, poderiabiliziar a producéo
comercial de mudas e a disponibilizacdo de mateggktal para a
industria farmacéutica, que atualmente dependmgartacao.

As técnicas de micropropagacédo, utilizadas em gdant
medicinais, dependem fundamentalmente dos objeti@geopagacéo
e das caracteristicas da planta (BAJAJ et al., )198&im sendo, a
micropropagacao via processo de organogéneseiaqmdultivo de
apices caulinares, calos, discos foliares ou sefgreenodais, foi
estabelecida para varias espécies medicinais cdrabasa, hipérico e
caléndula, com a finalidade de obter plantas eml&ggara cultivo
comercial. Em varias espécies, assim como panmakg@i as sementes
apresentam sérios problemas com a germinacéo &osed habitat
original (PEREIRA et al., 2000).

A propagacao assexual por meio da estaquia, tangbém
muito utilizada como um método de propagacédo vidwekssas
espécies (CORREA et al., 1997). Além disso, maraémiformidade
e manutencdo das caracteristicas da planta-mde NERR e
CHAUDRHI, 1976 apud SANTANA, 2003).

Embora as técnicas de micropropagacao e estagaia se
eficientes para muitas espécies lenhosas, MonteézZle Rodriguez-
de la O (2001) relatam queGinkgo bilobaé uma espécie que tem

demonstrado baixa capacidade de propagacdo vegetgtlo



emprego destas tecnologias. Neste contexto, por exstirem
protocolos eficientes de propagacdo que viabilizenexploracao
econbmica da espécie, ha necessidade de desenvé@iwiras que
potencializem sua producéo através da micropropagaestaquia.
Desta forma, o presente trabalho estudou o cukiwaro
da Ginkgo bilobae a propagacao por estaquia, visando estabelecer
protocolos de propagacdo vegetativa desta esp¥uiees caulinares
e segmentos nodais, cultivados em diferentes naeiaziltura, foram
avaliados quanto as respostas morfogenéticas semddvimento dos
explantes. Pelo método da estaquia, 0 potenciandgzamento de
estacas semilenhosas foi estudado, utilizandoedifes concentracdes

do regulador de crescimento acido indolbutiricaB(Al

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem, historia e botanica daGinkgo biloba

A origem da ginkgo Ginkgo bilobal.) é asiatica, mais
precisamente da China, sendo uma planta que seodtepr
naturalmente em areas de clima seco e temperaden&e a divisao
Gimnospermae e a familia Ginkgoaceae, sendo aall@presentante
dessa familia em extincdo (TESKE, 1995). Essa aléa parte ha
milénios do arsenal terapéutico chinés, no quézsenencéo héa cerca
de 2800 anos a.C..



A primeira descricdo cientifica da arvore de ginkgd
publicada em 1690, pelo botanico alemédo Engelbagnipfer, que
propés o nome de Ginkyo, mas sua escrita era t@ws® que 0 "y"
do Ginkyo, foi tomado como "g" (THE GINKGO PAGES)(3).

Ha possibilidade de ter havido confusdo ao ideatifi
ginkgo na literatura antiga. Um botanico inglés, ¥9i7, decidiu que
0 nome para a ginkgo dado por Linne@#kgo biloba era "barbaro™
e a renomeou pafgalisburia adiantifoliaSm., o qual nunca se tornou
reconhecido. Devido a algumas caracteristicas a&ggi serem
semelhantes as das coniferas, esta espécie fainménite incluido na
familia Taxaceae, sendo alterado depois para soprigrfamilia,
Ginkgoaceae (HUH & STABA, 1992).

Conforme Hobbs (1991), o nome ginkgo deriva davpala
chinesa "sankyo" ou "yin-kuo", significando "frute prata”, como
uma referéncia aos frutos produzidos pelas arférasas. A ginkgo
também pode apresentar varias denominacdes comaexaonplo,
gincobiloba, ginkgobiloba, ginco biloba, gingobiégbbiloba, gingo
biloba, gincko biloba ou ginkgo (VITABRASIL, 2005).

Ginkgo € uma das espécies de arvore mais antigas do
planeta, Unica representante viva do seu géneja,ocigem remonta
ao periodo Mezosoico, cerca de 250 milhdes de ainas e também
relatos de sua existéncia na medicina chines®0@ &nos, por isso,
€ também chamada de “féssil vivo" (LICHTBLAU et, @002).

A ginkgo quase se tornou extinta, mas atualment@ es
sendo cultivada e € comum encontra-la nas ruascipaimente na

Asia, fazendo parte da arborizacéo urbana (HOBBS])1



-

E uma espécie conhecida como planta ornamental em
numerosos paises de climas distintos, pois temcihgue de se
adaptar as mais diferentes condicdes ambientaiSKEE 1995).
Caracteriza-se por ser resistente a poluicdo ecdesgriOBBS, 1991),
doencas estas causadas por bactérias e algunsléiporus e fungos
(BANOV, 1999).

No Ocidente, a ginkgo comecou a ser estudada ba der
quinze anos, sendo que seu uso cresceu muito @88de quando o
governo alem&o aprovou um extrato padronizado ddmad dessa
planta (EGb 761) para o tratamento da deméncia HFBERMAN
& COTT, 1999).

A arvore de ginkgo possui casca de cor acinzerdqutale
alcancar até 40 metros de altura, tendo caule cetsca fendida e
ramos tortuosos (USP, 2005) (Figura 1).

A coloracdo das folhas varia do verde-caqui ao anar
esverdeado, em forma de leque, bilobuladas, conl2 @entimetros
de largura e 2 a 9,5 centimetros de extensao (REB) (Figura 1).

As arvores apresentam forma cbnica, como as cangijfer
exibem um interessante dimorfismo ramificado. Dtgam primeiro
ano de crescimento, brotos alongados sédo constitudd folhas em




arranjo em espiral, separado por ndédulos. Os btotmps e maduros
dao origem a "pequenos brotos”, também chamadbsoties laterais.
Folhas de cor verde-escura nascem em feixes nbdemambos os
brotos longos e curtos a cada primavera (Figuesljjuais se tornam
amarelo-douradas no outono, durante a senescétidta & STABA,
1992).

Figura 1. Aspectos botanicos @inkgo biloba a) Arvore; b) folha bilobulada;
c) folhas formadas em brotacdes de ramos longdsllt)s formadas
em brotacdes de ramos curtos. (Fonte: FAMV/UPFsé&&sindo-RS,
2003; THE GINKGO PAGES, 2004).

2.2 Propagacao e reproducao

Segundo Hill (1985), no local de origem da plarda,
maneira mais comum de propagacdo € através de wmné&ssas
devem ser colhidas assim que amadurecem, ndo podEstdrem
secas para serem limpas. A estratificacdo devdegara 5°C, trés
meses antes do plantio.

A ginkgo apresenta algumas dificuldades de profagac
principalmente fora do seu habitat original, redaeidas a auséncia de
estagio de florescimento e auséncia de plantaxdo@eosto, visto ser
uma espécie dibica, falta de agentes polinizadateenéncia das
sementes que inviabilizam a multiplicacdo por sdssere ainda
dificuldade no enraizamento de estacas (STUMPF/{)199

A polinizagcdo no hemisfério sul, ocorre de outularo
margco e no hemisfério norte de junho a agosto. Naapera, ha
producdo de polen e évulos em espécies arbéreasdag. A arvore



feminina deve estar crescendo na presenca da dnaxbo para ser
fertilizada. As vezes, as sementes e o pdlen aresem folhas
carpelares, em sua maioria em arvores mais velitdE GINKGO
PAGES, 2003). Ap0s a polinizacdo, as sementes grarecom
pequenas ameixas quando maduras, com diametroirapix de 1/2

polegada, contendo sementes prateadas, grandesisead centro
(Figura 2) (GbEXTRACT, 2005).

Figura 2. Sementes d8inkgo biloba a) Ramo de uma arvore feminina@imkgo
biloba com sementes formadas; b) vista geral das semdeBmkgo
biloba; ¢) semente cortada longitudinalmente. Santa Ma8a2003.

2.3 Uso terapéutico

Diversas propriedades farmacologicas séo atribuadas
Ginkgo biloba principalmente para o extrato de folha padrorozdel



ginkgo, o EGb 761. Este € um dos extratos maisossad Europa
para aliviar sintomas associados a desordens oamiO mecanismo
de acdo do EGb 761 no sistema nervoso central ni@baknente
compreendido, mas os efeitos principais parecean edacionados as
suas propriedades antioxidantes, as quais requesEdio sinérgica de
flavondides, terpenos e acidos organicos, os paniconstituintes do
extrato (LE BARS et al., 1997).

A composicao quimica do extrato EGb 761, € defipioia
aproximadamente 6% de trilactonas terpénicas (2,8,44 dos
ginkgolides A, B e C, respectivamente e 2,6 a 3¢&%bilobalide) e
24% de flavonoides (quercetina, kaempferol e isohatina) (Figuras
3a-e), sendo que os ginkgolides A, B e C variagdesto sua posi¢ao
na estrutura quimica das trilactonas terpénicafpome mostrado na
Tabela 1 (GbEXTRACT, 2005).

Dentre as atividades destes compostos quimicos,
destacam-se sua a¢do em distUrbios vascularesaisretperiféricos,
sua atividade comprovada como antagonista do fioagregacao
plaquetaria, atividade antioxidante e conhecid® agre a memoria
(GbEXTRACT, 2005).




Figura 3. Estrutura quimica dos constituintes do extratéotlea padronizado de
Ginkgo biloba- EGb 761. a) ginkgolides A, B e C; b) bilobalide}
guercetina; d) kaempferol; e) isoharmnetina. (FO@BEXTRACT,
2005).

Tabela 1. Variacdes dos ginkgolides A, B e C quanto as pesi¢da
estrutura quimica das trilactonas terpénicas indisaa figura
3a. (Fonte: GbEXTRACT, 2005)

EGb R1 R2 R3
Ginkgolide A OH H H
Ginkgolide B OH OH H
Ginkgolide C OH OH OH

Existem também relatos do uso da ginkgo no trattanen
de disturbios oftdlmicos, menopausa, em alguns tifgocancer, sobre
neurotransmissores, neuroprotecdo, depressao, ddasorafetivas,
infertilidade, queimaduras solares e vitiligo (JEHWSet al., 2002). A
ginkgo ainda leva a producéo de energia com o atonEnabsorgao
de glicose na célula, forte acdo neuroprotetorajeato do fluxo
sangiineo no cérebro e maior transmissdo nas fibeagosas
(VITABRASIL, 2005). Também € recomendado seu usoO no
tratamento de varias doencgas, dentre elas insufiaié
cerebrovascular, deméncia, Mal de Alzheimer, fallea memoria,
problemas circulatérios, renais, alergia, vertiggmerda auditiva,
zumbido, doencas cardiacas, confusdo mental, dahdj perda
visual, tendo também acao contra os radicais lijlrteSHTBLAU et
al., 2002).

Em relacdo ao uso cosmético, exerce acao antioeduli

restauradora da vascularizacdo do bulbo capilartiexedante, pois



atua no combate ao envelhecimento cutaneo, neatndlo a acao dos

radicais livres na lipoperoxidacéo lipidica (BANOA99).

2.4 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos € um processo através do qual
pequenos fragmentos de tecido vivo, denominadosxgntes, sao
cultivados em condicdes assépticas em meio derapttalocados em
recipientes apropriados e mantidos em ambienteslwmmnosidade e
temperatura controladas (CALDAS et al., 1998).

A possibilidade da manipulacdo de células, tecidos
orgaosin vitro, esta fundamentada na capacidade das célulasigget
mesmo separadas da planta-méde, de continuar aercrgsando
cultivadas em condicfes apropriadas. De acordo@oods e Roberts
(1999), a cultura de tecidos baseia-se na expresaédotipoténcia
celular, a qual diz respeito a capacidade de urhdacdar origem a
um organismo completo. Esta teoria celular formallpdr Haberlandt
(1902 apud TORRES e CALDAS, 1990), tentou pela primeira vez,
demonstrar a totipotencialidade das células dastgda cultivando
células e tecidos somaticos de vérias espécieslegis nutritiva.

A cultura de tecidos vegetais traz significantes
contribuicbes para a agricultura e industria. NAcafjura, entre as
principais aplicacbes estdo relacionadas a prodwigoplantas
haploides, propagacao de plantas em larga escaeofmopagacao),
obtencdo de plantas livres de virus (limpeza cjor@aioducéo de

metabolitos secundarios, conservacdo de germoplasmidro para



manutencdo de bancos genéticos e também na prodecatantas
transgénicas. Porém, o maior sucesso em termqdidacéio pratica e
ao nivel comercial obteve-se com a micropropaga¢ambém
chamada de propagacédo clonal vitro (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

2.4.1 Micropropagacao

A micropropagacdo é uma técnica muito utilizada na
multiplicacdo de espécies olericolas, ornamentanedicinais, sendo
esta rotineiramente utilizada para multiplicar ggros selecionados,
ou para substituir materiais que tenham adquiridraateres
indesejaveis como baixa produtividade e suscetdilé & doencas.

Conforme Melo et al. (1999), a micropropagacdo de
plantas, como técnica de propagacdo assexuadaenfaediversas
vantagens, como maior controle sobre a sanidademdterial
propagado, possibilitando ainda a rapida multighcade variedades
que apresentam poucos individuos ou ainda reprodugé
combinacgfes hibridas desejaveis e a possibilidadepthntas serem
multiplicadas em qualquer época do ano.

Muitas espécies medicinais apresentam limitagcdastqu
a sua multiplicacdo em larga escala através de rdeme partes
vegetativas. E para essas espécies que as tédeicastivoin vitro
séo indicadas (PEREIRA, 2003).

Realiza-se a micropropagacdo de plantas aroméaécas
medicinais em geral, preferencialmente por meieuwbvo de 4pices

caulinares (regido do domo meristematico acompanhale



primérdios foliares) ou de segmentos nodais em meioultura pré-
estabelecidos, como por exemplo em babagze(verd (ARAUJO et
al., 2002), ginseng brasileiréfaffia glomerata(Spreng.) Pedersen)
(NICOLOSO et al.,, 2001), hipéricoHypericum perforatumL.)
(SANTAREM et al., 2001) e caléndul€dlendula officinalisL.)
(PEROTTI & SANTAREM, 2002). Esses sistemas tém-sistrado
bastante confiaveis na producdo de mudas sem célesragyenéticas,
que para tais ndo € necesséria a desdiferenciaffarque aumenta
a probabilidade de erros replicativos e, portaatbaparecimento de
variantes somaclonais entre os produtos geradoEH&AN et al.,
1994apudSERAFINI et al., 2001).

A atividade comercial de micropropagacao concesdra-
principalmente na limpeza clonal e na multiplicagd® espécies
ornamentais herbaceas, arbustivas, olericolas #fefas. Num
segundo plano, estdo as espécies lenhosas, corquiespara a
multiplicagdo de porta-enxertos de fruteiras denalitemperado e
arvores de esséncias florestais de rapido crestimen
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), os
explantes mais indicados na propagacao clongitro sdo os apices
caulinares, gemas axilares e meristemas isoladosnéfbdo de
propagacdo a partir de apices caulinares/itro estd baseado no
crescimento dos primordios meristematicos induzigels regulador
de crescimento citocinina. Cada broto miniaturadobtpode formar
um conjunto de brotos que se subdividem em pequgngs e
transferidos para meio fresco, e assim sucessivam@s taxas de

multiplicacdo apresentam grande variacdo de espi@ espécie,



mas € freqientemente possivel obter milhdes deagla periodo de
um ano, iniciando de um unico apice caulinar iSDI@VILKIN &
DOODS, 1999).

Cutter (1965 apud DOODS; ROBERTS, 1999),
claramente diferenciou meristema apical do apicdira, sendo que
meristema apical se refere somente a regido do cdoenistematico,
sem os primordios foliares e apice caulinar sereef® meristema
apical acompanhado por poucos primordios foliardg@cantes.
Segundo 0 mesmo autor, 0 meristema apical é pdilzado para a
micropropagacdo como explante inicial, devido acdiflade de
excisao e a baixa taxa de sobrevivéncia do mesmadgucultivadon
vitro.

A maioria dos virus infectam as plantas de forma
sistémica, por isso, torna-se necessario metodueciedizados para
promover a eliminacdo das infec¢Bes virais. Um dodtodos
constitue-se na regeneracao de plamtagtro, a partir de pequenos
brotos apicais em desenvolvimento, 0s quais dewnmsnores que
0,5 cm (MANTELL et al., 1994). Segundo GrattapaglidMachado
(1998), o apice caulinar € livre de agentes causadie doencas, por
nao ter um sistema vascular desenvolvido, consiesed em um
material (til para a micropropagacdo. Da mesmadoiierik (1990),
afirma que a falta de tecidos vasculares no memstdificulta em
grande parte o transporte de particulas virotisendo esta uma
possivel explicacdo para a auséncia ou muito baoxaentracdo de
virus nos meristemas.

A técnica da micropropagacdo compreende Varios

estagios, os quais primeiramente foram estabeleqdo Murashige



(1974), que subdividiu o processo de micropropagagé trés etapas,
sendo o0 enraizamento e aclimatizacdo considerada imta fase.
Debergh (1991), posteriormente subdividiu em quadgiagios:
estagio O (zero) envolve a sele¢cdo de plantaszeatsadias; estagio |
refere-se a fase de selecdo de explantes, deaifdese cultivo do
mesmo em meio nutritivo sob condi¢cbes assépticsiggi® Il diz
respeito a posterior multiplicacdo dos propaguldsavas de
sucessivos subcultivos; estagio Il compreendeaasferéncia das
partes aéreas para 0 meio de enraizamento e estAgicorre o
transplantio para o substrato e aclimatizagao.

Conforme Grattapaglia e Machado (1998), o estagio O
corresponde ao tratamento dado a planta-mae, desdadretirados os
explantes. Para o estagio |, os brotos excisadqdai¢as herbaceas
saudaveis e em crescimento ativo sdo materiaissifaga a producao
de mudltiplos brotos. Quanto maior o explante i@, mais rapido e
0 crescimento e maior € a capacidade de sobrevavé&lc mesmo.
Outros explantes podem ser utilizados para in@iaultivo in vitro
para fins de micropropagacédo, entre eles: segmemtdais, discos
foliares, peciolo, cotilédones, os quais apresemlifenentes graus de
diferenciacédo, no entanto deve-se ter o cuidadmelemo estar livre

de patdégenos.
2.4.2 Processos Morfogenéticom vitro
A morfogénese, conforme Handro e Floh (1990) é a

consequéncia dos processos de divisdo e diferé@aciaglular

integrados, conduzindo a um nivel de organizacacaselular. Desta



forma células, tecidos e 6rgdos, sob a acdo deefaspecificos de
crescimento, podem ser induzidos a produzir regpostganizadas
como gemas vegetativas, raizes e embrides somafistas expressao
do processo morfogenético em células, tecidos &odrgultivadosn
vitro pode se dar a partir de diferentes rotas, comol@yé&maese,
organogénese e a embriogénese somatica (TRAN THAN,\1980
apudMANTOVANI, 1997).

O controle da morfogénese, segundo Thorpe (EgR@
MANTOVANI, 1997) e Tran Than Van (1988ud MANTOVANI,
1997), é exercido por fatores internos, inerentesx@lante, como o
genotipo, condicdes fisioldgicas e correlacbeseerdiulas e tecidos e
também por fatores externos como meio de cult@gladores de
crescimento e condicbes ambientais.

De acordo com Handro e Floh (1990), uma das respost
mais comuns de um tecido cultivaiiovitro é a formac&o de um calo,
ou seja, de uma massa de células de proliferagitnoa e mais ou
menos desorganizada. Sua formacgéo pode ser dividid@amente
em trés estagios: inducdo, divisdo e diferenciacde, quais
caracterizam-se pela ocorréncia de alteracdes mantzo celular,
estrutura e condicbes metabolicas do tecido (AITMCFDON et al.,
1977). Qualquer tipo de 6rgado como raiz, talo,dab flor, pode ser
utilizado como material inicial para a indugéo dePIERIK, 1990).

A formacéo do calo é consideravelmente influencela
adicdo de reguladores de crescimento, genotipopasigio do meio
nutritivo e fatores fisicos de crescimento (lumperatura) (PIERIK,
1990). Porém, é importante ressaltar, que ndo deneermadicdo de

requerimentos hormonais influencia este processts também a



origem dos tecidos do explante (DOODS & ROBERT9)90
crescimento do calo dentro de uma mesma espécie gepender
também da posicéo original do explante na planiaRK, 1990), e
na variacdo no nivel de reguladores enddégenos pdiareg, ja que
diferentes explantes obtidos a partir de um Uniemogpo nao
respondem identicamente ao cultivo, provavelmen&vidd as
variacbes de gradiente dos hormoénios enddégenos WEKE &

BRETTELL, 1982).

Segundo Handro e Floh (1990), a organogénese
caracteriza-se por apresentar um processo mortéraita peculiar,
no qual é observado a formacao de um orgao debnide acordo
com Vieira e Gloria (2002), a planta é regeneradpadir de
meristemoéides formados no tecido cultivado, osgysao unipolares e
conectados vascularmente ao tecido de origem. Hzstdem se
originar de forma direta e indireta. Na direta, roeca formacéao de
meristemas ou gemas diretamente sobre o explaane,passagem
pela fase de calo. Na indireta, o processo de exge#io de gemas €
precedido pela formacéo de calo.

A obtencdo de organogénese vitro € atualmente
considerado um processo empirico, pois para cguiiesou mesmo
para cada variedade dentro dela, sdo testada®rddsrfontes de
explantes, composi¢do mineral do meio de cultuabrigo hormonal
e condicdes ambientais. Desse modo, quanto a fimtexplantes,
normalmente havera maior sucesso se forem utilzeatndos jovens,
0S quais possuem maior competéncia organogenéfitdRA &
GLORIA, 2002).



Em relagdo ao balanco hormonal, os principais

reguladores de crescimento utilizados na organ@gés@o as auxinas
e as citocininas, as quais geralmente sdo utilizada
concomitantemente. Outras classes de horméniogaregeomo as
giberelinas, o etileno e o acido abscisico, tamB&m muitas vezes
utilizadas em processos de regeneracdo por orgaeegé Existe
consideravel numero de evidéncias de que o efedgsad substancias
é indireto, através da alteracdo do balanco aciineinina endoégeno.
O proprio efeito das auxinas e citocininas aplisaa@meio de cultura
parece ser, na verdade, o reflexo dessas substaalbeaando os
balancos enddgenos de auxina/citocininas nas sélukegetais
(PERES et al., 1999).

Finalmente, as condigbes ambientais influenciam
diretamente a organogénasevitro. Normalmente as salas de cultivo
sdo mantidas em temperatura ambiente, a 25°C, sehao o fator
ambiental que parece mais afetar a organogénesesvhrotocolos
de regeneracdo sdo conduzidos no escuro, sobrpadoevitar a
oxidacdo do explante na fase de estabelecimentesakpde serem
seguidos principios basicos, muitas vezes a or@sesgn Vitro nao
é obtida (PERES, 2003).

Na cultura de tecidos € importante entender alguns
conceitos como desdiferenciagao, aquisicao de c@mga, inducao,
determinacao, diferenciacdo e formacdo do Orgadsti@rson e
Warnick (1988) definem desdiferenciacdo como seadprocesso
pelo qual as células perdem sua especializagdo eurha
reprogramacao na expressao génica, isso permiteirgaecélula ou

tecido diferenciado dé origem a uma nova plantapteta quando



manipuladan vitro. Aquisicdo de competéncia € a capacidade que a
célula tem de assumir uma nova via de desenvoltonem resposta
aos estimulos exdgenos. A inducéo diz respeitmigiacdo de uma
resposta particular de diferenciacdo a partir dadifErenciacao
celular (reentrada no ciclo celular); e a detergéioa é o
comprometimento com uma via especifica de desemvehto como
consequéncia de uma intensa diferenciacao; difexgiw € quando as
células num estado determinado executam um novgrana,
produzindo um primérdio de gema ou raiz.

Quando um explante falha em desenvolver organogénes
in vitro, essa falha se da normalmente na etapa de aquidiad
competéncia (KERBAUY, 1999). No processo de orgénege, a
competéncia é entendida como a capacidade de deEspan estimulo
hormonal necessario a inducdo da formacdo do oyaalha de
competéncia de um tecido poderia refletir, na fdéaeceptores para
a classe hormonal que ir4 induzir o processo ogfmioo (CARRY
et al.,, 2001). Um outro fator associado a falta coenpeténcia
organogenética seria 0 proprio metabolisrhormonal do explante,
pois é ele que determina o balanco hormonal ena@dgara inducao
de organogénese (PERES & KERBAUY, 1999).

Da mesma forma, Peres (2003) afirma que explantes
comprometidos para vias particulares de desenvehim (elevada
determinacao para formar um orgao especifico, cpon@xemplo, a
formacdao de raizes), podem falhar na alteracd@desgpara assumir
outra. De modo geral, pode-se afirmar que, quan&omfor a
determinacdo de um explante para uma via de deséneato,

menor sera a competéncia para formar outro tipdrdéo. Tanto a



aquisicao de competéncia quanto a determinacao reffexos da
expressdo diferencial de genes envolvidos nos gsose de
desenvolvimento. Explantes poucos diferenciadosoca® apices
caulinares apresentam baixa determinagédo e altapeténtia a
responderin vitro, isso justifica a preferéncia da utilizacdo deste
explante para iniciar o cultivin vitro, principalmente para fins de
micropropagacao.

O autor relata ainda que, nesse processo de regéoer
h& necessidade do estabelecimento de células cemgeno explante
inicial. Células meristematicas que dardo origergeamas caulinares,
podem se formar posteriormente ou podem estar ¥istertes no

explante.

2.4.3 Meios de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura dedies e
orgdos de plantas fornecem as substancias essenuéa 0
crescimento dos tecidos e controlam em grande papedrao de
desenvolvimentin vitro (CALDAS et al., 1998).

Diversos meios béasicos foram desenvolvidos para o
cultivo in vitro. Estas formulagbes nutritivas foram desenvolvidas
partir de estudo de nutricdo mineral de plantas guminaram na
definicdo da solucdo nutritiva de Knop. Gautth¢i®&34), se baseou
nesta solucdo nutritiva para formular os macroentés de seu meio
nutritivo. Por outro lado, White (199pud CALDAS et al., 1998),
apos prolongados estudos com cultura de raizesigie & tomate,

produziu uma composicao diferente de macronutisertiaseada na



solugdo nutritiva de Uspenski e Uspenskaria. Alénos d
macronutrientes, este meio continha micronutriente@minas e
sacarose como suplementos organicos (CALDAS €1393).

Desta forma, o meio White foi utilizado como meé&sitco
para o cultivo de uma grande variedade de tecidogliterentes
espécies. Modificacbes posteriores, na composigdomeio de
cultura, foram realizadas para otimizar o crescimedos calosin
vitro, resultando num aumento das concentracfes deeisaigeral,
diminuicdo na concentragdo de sodio e acréscimaitdegénio na
forma de amoénio para complementar o nitrato, damg®m ao meio
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962). O meio basico MS eneio
basico B (GAMBORG et al.,, 1998apud GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998), sdo usados na cultura de tecidosgdande
maioria das espécies. Composicdes definidas de omacrde
micronutrientes, vitaminas, agua, carboidratos &r,agonstituem o
meio basico (CALDAS et al., 1998).

Utilizam-se diversas formulagbes de meios béasicos n
inicio do cultivo. Ndo ha uma formulacdo padraosmameio MS,
suas modificacdes e diluicdes, apresenta bondadsslpara diversas
espécies. No que se refere as lenhosas, entretanteio MS néo se
mostrou satisfatorio em alguns casos e composipaes diluidas em
macronutrientes tiveram melhor desempenho. Destamaio
formulacbes foram especialmente desenvolvidas pespécies
lenhosas (LLOYD & McCOWN, 1980; ANDERSON, 1984) e
utiizadas frequentemente como alternativa ao meuS
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).



2.4.3.1 Reguladores de crescimento

Hormonios vegetais sdo substancias organicas que
ocorrem naturalmente e que tém funcdo regulatéas plantas.
Conforme Caldas (1998), atualmente, sdo conhewiligs grupos de
hormdnios vegetais, entre 0S quais a auxina, ascimias,
giberelinas, etileno e &cido abscisico. Além desgpegos, outras
substancias como o acido jasmoénico e o acido ladicforam
descobertas e demonstraram que controlam variosegsos nas
plantas.

Os grupos das auxinas, citocininas e giberelinas
apresentam entre algumas das funcbes atuacdo maog#o do
crescimento; enquanto o etileno e o acido abscéficoconsiderados
inibidores do crescimento. As auxinas e as citoeisdo as classes
de reguladores de crescimento mais utilizadas harawle tecidos.

Em 1957, Miller e Skoogapud MANTOVANI, 1997)
demonstraram que a formacdo vitro de caules e raizes, era
controlada pelas concentracbes relativas entrenaugi citocinina.
Meios de cultura contendo um balango auxina/citnairiavoravel a
auxina, promoveram a formacdo de raizes em calotablaco
(Nicotiana tabacurn e de modo inverso, balancos hormonais
favoraveis a citocinina formaram gemas caulinafésmalmente,

balangos hormonais intermediarios ndo levaram a difeeenciagéo



das células e sim a uma maior proliferacdo delaoresequiente
crescimento do calo.

Entretanto, sabe-se que as substancias sintétomEmp
exercer efeitos de auxina ou citocinina. Entre aginas mais
conhecidas estdo o &acido naftalenoacético (ANA) 24eD (2,4 -
diclorofenoxiacético). Ao contrario das substanciamturais,
chamadas de horménios vegetais ou fitohormoniosegudadores de
crescimento sintéticos sdo classificados apenaso ceabstancias
reguladoras de crescimento vegetal e muito utdigach elaboracéo
dos meios de cultura para manipulagéwitro.

As diferencas em metabolismo e estabilidade damasix
podem contribuir para as diferencas observadags@ostan vitro.
Por exemplo, o 2,4-D frequentemente induz a formalghcalo e pode
ser importante em sistemas de embriogénese sométigaanto o
AIA (4&cido indolacético) € ineficaz. Para tal, oAAé considerado
uma auxina fraca e instavel, pois € facilmenteratifyyel na presenca
de luz (KYTE & KLEYN, 1996). Ao contrario, 0 ANA gais estavel
e geralmente utilizado em menores concentracden eoebinacao
com citocininas para inducdo de organogénese de jp&rea ou
individualmente para producdo de raizes. JA& o AR
indolbutirico) é freqientemente usado em meiosrtaizamentan
vitro.

Também existem diferencas entre as citocininasgosen
que o BAP (benzilaminopurina) induz a formacao idendes niameros
de brotos e alta taxa de mutiplicagdo em muitosersiss de
micropropagacédo, ja o uso de CIN (cinetina) podensais eficaz

dependendo da espécie ou variedade, mas estanitogeralmente



permite apenas 0 crescimento normal, sem brotagdékiplas
(CALDAS et al., 1998).

Conforme Pierik (1990), as citocininas geralmente
estimulam a divisdo celular, principalmente se gmamhadas de uma
auxina. Concentracdes elevadas de citocinina (10amgy LY,
promovem a formacdo de brotos adventicios devidofato de
diminuirem a dominancia apical. Estas observacéesidem com as
de Murashige (197apud MANTOVANI, 1997), que afirma que as
citocininas induzem a divisdo celular, quebra dem@mcia apical,
inducédo e proliferacdo de gemas axilares e difeaedo de gemas
adventicias.

Poucas culturam vitro mostram respostas as giberelinas.
Ja sao conhecidas mais de sessenta tipos destmd@mge soO
disponivel comercialmente o GA(@cido giberélico). Murashige
(1965), citado por Caldas et al. (1998), observau estimulo do
crescimento de calo de fumo na presenca de GAresenca de GA
também induziu o alongamento de plantulasPdspalum notatum
obtidos a partir de calos embriogénicos, e quarsdalaem conjunto
com o BAP promoveu um aumento significativo no nionde
brotacdes por grama de calo fresco (GRANDO eR@02).

O ABA (acido abscisico) é um inibidor do crescinoeint
vitro. No entanto, esse horménio tem sido muito utiizgéra o
desenvolvimento normal e para a maturacdo de eeshadématicos,
evitando a sua germinacdo precoce. O etileno é egulador de
crescimento em forma gasosa, produzido por céluggetais, até
mesmo por célulais vitro. Esse composto pode nao influir no padrao

de desenvolvimento das culturas, mas a sua presascaulturas €,



normalmente, regulada pelo tipo de fechamento olagéo feito nos
frascos de cultura do que pela composicao do nEEAd.DAS et al.,
1998).

A composicdo e concentracdo de reguladores no meio
constituem fatores determinantes no cresciment@roducao e no
padrdo de desenvolvimento da maioria dos sistereasutlura de
tecidos. A combinacdo das diferentes classes s tiporeguladores,
deve ser utilizada de acordo com os objetivos tiadesno meio de
cultura (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

2.4.4 Micropropagacao de espécies lenhosas

Embora a microprogacdo de muitas espécies de &rvore
vem sendo realizada a partir de cultura de apiaabnares, espécies
lenhosas apresentam algumas particularidades &prad ndo usuais.
Segundo Doods e Roberts (1999), os brotos devenolg&tos de
ramificagbes no estagio jovem de crescimento oackmlados de
brotacdes rejuvenescidas. Brotos obtidos de arvoeshiras na fase
adulta apresentam baixa capacidade de micropropagaqclusive
com dificuldade de enraizamento (PIERIK, 1990).

A micropropagacdo de espécies lenhosas permite a
clonagem de exemplares adultos de dificil ou atéossivel
propagacdo através dosmétodo convencionais. Natentpara a
maioria das espécies florestais de interesse edoabdanaplicacao
dessa técnica, em larga escala, € limitada devalaomplicado
enraizamento, além das deficiéncias anatdmica ieldiigca das



plantasin vitro, 0 que obriga a passagem por um longo periodo de
aclimatizacdo (FRANCO et al., 1998).

De acordo com Wilkin e Doods (1999), a cultura pieés
caulinares de lenhosas requer varios tratamentasecativos. O
broto excisado requer giberelina e citocinina erage para 0
crescimento. O explante posteriormente deve sesfeado para
outro meio sem reguladores de crescimento para gu&mo
alongamento do caule. Finalmente, a cultura devedgvada num
terceiro meio contendo auxina exdgena para inioided raizes.

Tecidos contendo concentracdo relativamente alta de
compostos fendlicos séo dificeis de cultiwarvitro. Polifenolases
estimuladas em tecido injuriado, oxidam estes catogolevando a
formagao de compostos de cor escura que inibenesciarento. Os
autores Hu e Wang (19&®udWILKIN & DOODS, 1999), sugerem
algumas técnicas para superar esta sequéncia riegalmd@mo
adicionar antioxidante ao meio de cultura, mergutisaexplantes em
solugbes oxidantes antes do cultivo, subcultivéeado para meio
fresco ao primeiro sinal de escurecimento e fomleaixa intensidade
de luz ou escuro durante o periodo inicial de calf¥VILKINS &
DOODS, 1983).

Como afirma McCown (2000), a micropropagagao tem
sido utilizada numa crescente freqiéncia para ésva arbustos
ornamentais. A dificuldade relativa de micropropaggpécies perenes
€ enorme comparada as plantas herbaceas. A dddwrilde resposta
in vitro pode ser denominada de "recalcitrancia”, resultdeteum
grande numero de fatores. A complexidade do cielvida vegetativo

e 0 crescimento normalmente lento das espécie®dashdevido a



intensa dorméncia induzida por fatores sazonais enaacante
mudanca nas caracteristicas do crescimento confarpianta passa
da fase jovem para a fase adulta do seu ciclo dk womplicam a
responsividade e previsdo de seu comportamento nteéura
propagacaan vitro.

Arvores e arbustos apresentam sucesso na
micropropagacdo somente na fase jovem de seu delwida; a
mesma planta na fase adulta do seu ciclo de vida @ dificuldade
ou mesmo impossibilidade no estabelecimento daopricpagacéo.
Desta forma, brotacdes de tecidos novos devenssaeias para iniciar
a cultura ou um longo periodo de rejuvenescimeatoda pela
manipulacéo de plantas estoques ou por um seqlisnbieultivoin
vitro dos brotos em crescimento, devem ser conduzidtes ate
estabelecer uma micropropagacao com sucesso (McGCQWIN).

Para espécies perenes, as taxas de crescimentootios
e outros tecidos, tais como calos cultivadowitro, sdo usualmente
mais lentas que observadas em plantas herbéceses.cEEscimento
lento pode complicar todos o0s estagios da micr@uagao.
Contaminacdes de tecidos isolados sdo muito dfick serem
contidas, pois 0s organismos contaminantes podeiiménte crescer
e tomar conta do tecido da planta apresentandcicresto lento. A
producdo de microbrotos pode requerer meses delrosE0 em vez
de semanas, fazendo com que a clonagenitro apresente menor
retorno financeiro (McCOWN, 2000).

Segundo Bell e Reed (2002), entre todos os meios de
cultura existentes para o cultivio vitro de diversas espécies, ainda o

mais utilizado € o MS. Entretanto, com espécielsdeas esse meio de



cultura ndo se mostra satisfatério em alguns cd3essa forma, o
meio basico Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD & McCQW

1980), foi especialmente desenvolvido para esgaécies, as quais
ndo toleram niveis relativamente altos de saisoeetd encontrados

em outras formulagces de meio de cultura como o MS.

2.4.4.1 Fase de estabilizac&o

Um aspecto proeminente do estabelecimento da audeir
brotos em espécies lenhosas perenes na micropgimagd a
estabilizacdo. Segundo McCown (2000), estabilizaefere-se a um
periodo quando brotos sdo ativamente mantidos meocuitura e
durante o qual as caracteristicas de crescimergobdiios mudam
para um tipo de crescimento mais aclimatado paembiente da
microcultura. No inicio da estabilizacdo (depoisistwamento inicial
dos brotos e apices caulinares), o crescimentdainitas gemas é
caracterizado pelo crescimento irregular das boew¢ que
freqientemente produzem brotos com aparéncia ahapresentando
folhas distorcidas e grandes. A producdo abundintmlos € também

freqientemente observada nesta fase inicial daikzagao.

O periodo requerido para que a estabilizacdo esteja

completa pode variar grandemente, pois dependeladap de sua
historia e de outros fatores. De acordo com McC@@00), algumas
culturas podem ser estabilizadas depois de doiaca subcultivos.
Outras culturas tém requerido mais que 20 subosltimais de 2
anos). Algumas plantas como muitas espécies dalbanQuercus,



ainda ndo se estabilizaram com sucesso, nao mdoltea formacgao

de brotos.

2.4.4.2 Cultivoin vitro de Ginkgo biloba

No caso daGinkgo biloba poucos estudos foram
realizados e relatados a nivel de micropropagagém @pices
caulinares ou segmentos nodais retirados de glachaltas, visando
estabelecer protocolos eficientes de multiplicacao.

Martins et al. (2001), desenvolveram no Laborat@&
Biotecnologia Vegetal da FAMV/UPF, os primeiros bibhos
preliminares com ginkgo no Brasil. Foram testados tipos de
explantes, apices caulinares e segmentos nodaiglanms nos meios
de cultura MS e WPM, suplementados com diversashow@mpdes e
concentracdes dos reguladores de crescimento B&Rse Ao final
do experimento, constatou-se que os explantes idesapaulinares
apresentavam potencial morfogenético para a miocpggacao, mas
nao regeneraram plantas, e os segmentos nodagslostie inoculados
de plantas matrizes sem tratamento prévio, apusent altas perdas
por contaminacao fangica e bacteriana.

O cultivo de célulasn vitro de ginkgo foi primeiramente
abordado por Tuleke (1967), porém somente em 188 grimeira
vez foi relatado a producdo de ginkgolides a padr células
cultivadas desta espécie (CARRIER et al., 1990).

Embrides somaticos de ginkgo foram produzidos &rpar

do cultivo de embrides zigoticos imaturos (LAURA#Y al., 1996),



embrides gametofiticos foram obtidos a partir derésiporos isolados
(LAURAIN et al., 1993a) e protoplastos obtidos det@lus femininos
(LAURAIN et al., 1993b) resultando na selegéovitro de plantulas
produtoras de grandes quantidades de terpenos.

Balz et al. (1999), estudaram a producdo de tegpeno
(ginkgolides e bilobalides) a partir do cultivie vitro de células e
raizes de ginkgo. Da mesma forma, Camper et a@7{1®btiveram
calos a partir de embrides maturos e cotilédonagirdgyo cultivados
em meio MS, suplementado com 2,4-D e ANA. Difersrtipos de
ginkgolides foram detectados nos extratos dos dscide calos,
demonstrando o potencial de producédo e extracdesdiesmpostos
vitro.

Recentemente Yu et al. (2004), obteram a produgio d
metabolitos secundarios em células mobilizadasimeyqg cultivadas
na presenca de 2,4-D, KIN e ANA.

A formacédo de gemas adventicias em embrides zagotic
imaturos de ginkgo em meio de cultura MS suplententeom 1
mgL’ de BAP e 0,01 mgt de ANA, foi observada por Choi et al.
(2004).

Chu et al. (1987), relataram, pela primeira veteraativa
de desenvolver o processo de micropropagacéo @gajia partir de
apices caulinares inoculados em meio de cultura WB&M
reguladores de crescimento. Duas a trés semanasdap plantulas
obtidas foram transferidas para plugs para posteni@izamento.

Hao et al. (2000), estudaram o efeito de variosréat no
crescimento e desenvolvimento de gemas axilargm#étgoin vitro a

partir do cultivo de segmentos caulinares em meiocdtura MS



suplementado com variadas concentracbes dos regetadde
crescimento ANA e zeatina e diferentes doses dogivasl
nutricionais caseina hidrolisada e adenina, sendonmelhores
resultados obtidos na presenca de caseina hidfalisan meio sem
reguldaores de crescimento.

Recentemente Tommasi e Scaramuzzi (2004), obtiveram
producao de plantas completas de ginkgo a part@peees caulinares
obtidos de plantulas germinadas vitro, em meio de cultura MS
acrescido de diferentes concentracdes dos regekader crescimento
AIA, ANA, BAP e KIN suplementado com extrato de esgerma de
ginkgo biloba, que apés dois meses de cultivaitro propiciou a
formacao de calos organogénicos com multiplas bdetae raizes.

Pesquisas desenvolvidas por Montes-Lépes e Rodrigue
de la O (2001), sobre o cultivo vitro de Ginkgo bilobaa partir de
apices caulinares obtidos de plantas adultas, denacam o
desenvolvimento de brotagdes utilizando altas cunagdes de BAP
(15 a 20 mg [}), porém n&o regenerando plantas completas.

Dessa forma, trabalhos com outras espécies lenhosas
por exemplo a acerolavi@lpighia emarginataDC.) (MELO et al.,
1999), Araucaria angustifolia (GUERRA et al., 1993), aroeira
(Myracrodruon urundeuvéar. All) (DE ANDRADE et al.,, 2004),
caixeta Didymopanax morototoni(Aubl.) Dcne. et Planch.)
(MANTOVANI, 1996), erva mate lex paraguariensisSt. Hill.)
(HORNER et al., 2001), espinheira-santdagtenus ilicifolig
(FRANCO et al, 1998), -eucalipto Egcalyptus grandis
(CARVALHO et al.,, 1990), marmeleiroCfydonia oblongaMill.)
(ERIG & SCHUCH, 2004), pereiraPfunus mumme (MELLO-



FARIAS et al., 1996) @inus elliotti(GUERRA et al., 1993) serviram
de referéncia para a realizacdo deste estudordmai

Outras técnicas biotecnoldgicas tém sido aplicaetas
ginkgo visando a transferéncia de genes para nallosintese de
metabodlitos secundéarios. Baltz et al. (1999), zdiido a
Agrobacterium rhizogenedemonstraram transformacdo estavel do
genegusem calos de ginkgo. Da mesma forma, Dupré eaDQ),
desenvolveram protocolo para transformacédo de giak@gvés do co-
cultivo de embrides zigéticos cormgrobacterium tumefasciens
comprovando a introducdo do geges e npt Il pelos métodos
moleculares de PCR e Southernblot. No entanto, umahplanta
transgénica foi regenerada destes experimentosordgrando a
dificuldade de resposta desta espéctiétro.

2.4.5 Microrganismosin vitro

Durante a micropropagacao € bastante comum ocorrere
perdas significativas de material devido a contagéo por
microrganismos presentes na superficie dos exglantesndofiticos,
principalmente fungos e bactérias. A ocorrénciaseesipo de
contaminagdo é mais freqlente quando se realizerapropagacao
de espécies lenhosas ou quando a assepsia é difisér executada
devido as caracteristicas do explante ou por este Bcalizado em
regides da planta-mae proximas do solo (SUZIN, 2004

As plantas dividem o ambiente em que vivem com uma
ampla variedade de microrganismos, servindo mugaes de habitat

para os mesmos. No decorrer do seu crescimenteeaa@vimento,



muitos dos organismos que habitam a superficidatdagpentram nos
tecidos através de aberturas naturais ou ferimepéssando assim a
coloniza-las. Dessa forma, ha um desenvolvimentairde flora de
organismos endofiticos intercelulares (possuem odifpos para
penetrar na planta e seguem o caminho da patodadeibu laténcia)
e intracelulares, os quais variam quanto a suavahilidade, podendo
ser intratdveis ou nao cultivaveis e sua distrémigestringe-se ao
floema ou xilema, de forma localizada ou SiStEm{EXTE &
KLEYN, 1996).

Em sintese, se diz que todos 0s microrganismoguess
na superficie do tecido podem ser endéfitos secigsdéacultativos
em potencial. Uma vez tendo penetrado no tecidgdumsro, os
microrganismos podem escapar do efeito dos egteriks de
superficie e consequentemente causar problemasltnm o tecido
in vitro (CASSELS, 1991).

Os contaminantes internos das plantas geralmente se
caracterizam por apresentar esporos capazes dartaendicbes
adversas de calor, seca, frio, radiacdo ultradolet liquidos
esterilizantes (PIERIK, 1990) e recebem a denormage
contaminantes endofiticos. De acordo com Serafinale (2001),
consideram-se microrganismos endofiticos aquelesvigem, pelo
menos parte de seu ciclo, no interior de vegetaparentemente sem
causar danos aos mesmos, sendo os fungos, conex@moiplo dos
géneros Alternaria e Fusarium ou bactérias 0s principais
representantes.

Em cultura de tecidos vegetais vitro, a presenca de

microrganismos endofiticos geralmente significadsimo de perdas,



tanto em qualidade quanto econémicas (CASSELS,)188vido a
invasdo da cultura, podem causar a morte do explamtdeixa-lo
improprio para o subcultivo. Este problema é maisvel quando o
contaminante ndo se explicita durante os estadiogis e € expresso
mais tarde na producdo (PEREIRA, 2004). Prejuizogism
significativos podem ser atribuidos a desvios tardio estagio Il ou
subsequentes, quando o volume de material em c@timaior. Essas
perdas acontecem pela auséncia de monitoramem@dacéo aliado
a multiplicacdo clonal de estoques infectados. Qoamas
contaminagbes ocorrem em estagios mais tardios rdoegso de
micropropagacao, 0s prejuizos podem exceder dgscdse producao
(CASSELS, 1991).

Além de consideraveis perdas observadas em diérent
estagios do processo de microprogacdo, a presencanteminacdes
microbianas ocultas nos materiais micropropagadixa em risco a
reputacdo de estado livre de patégeno dos mesmws,vaz que, a
bactéria fitopatogénica pode ser encontrada engreorganismos
contaminantes dos mesmos (KAMOUN et al.,, 12@ud SUZIN,
2004).

No caso especifico de lenhosas, a obtencdo derasultu
assépticas € mais dificil, pois o processo de ikzstedio superficial
(externa) geralmente ndo é eficiente na erradicdgda@ontaminantes
(REED et al.,1997), principalmente quando se uatitizsegmentos
nodais ao invés de apices caulinares. Alternapaas a solucdo deste
problema indicam a cultura de apices caulinaressotamento de
explantes de plantas cultivadas em condicbes dadas e a

utilizacdo de antibiéticos no meio nutritivo (PIER1L990).



Segundo Galli et al. (1968), o meio de cultura Bmtas
pode fornecer um ambiente desfavoravel para osorg@nismos no
inicio. Mas, no decorrer do tempo, ocorre a add@gtaps mesmos ao
meio e 0 seu desenvolvimento é retomado, sendom assi
manifestagcdo mais tardia de contaminantesvitro pode estar
relacionada a existéncia de um periodo de adaptag@oque o
microrganismo retarda ou cessa 0 seu desenvohimergquanto as
condi¢cdes ambientais forem desfavoraveis (SUZIN420

A determinacédo da fonte de contaminagao nos rexgse
de culturain vitro ndo é uma tarefa facil, isto porque os contamigante
s6 sao notados apods alguns dias ou semanas dagaoubm camara
de crescimento, por ocasiao da movimentacdo dgzeetes de um
local a outro do laboratério para fins de manipéitagOutro aspecto
da contaminacam vitro € que a taxa de crescimento dos mesmos €
muito mais rapida do que o tecido vegetal, tante ganseguem
povoar um recipiente, invadindo e destruindo aucalt(KYTE &
KLEYN, 1996).

No estabelecimento da cultura de tecidos, dependéad
explante utilizado, os microrganismos da superfieieendofiticos
podem permanecer e serem introduzidos no processaltivo. Até
mesmo na cultura de meristemas, dependendo do handanmesmo,
muitos organismos sao eliminados quando presentesfothas,
peciolo ou haste, mas muitos ainda permanecemae sarregados
para a culturan vitro (CASSELS, 1991).

2.5 Propagacao por estaquia



Estaquia € um método de propagacdo no qual um
segmento da planta matriz é retirado, coletado emdicOes
ambientais favoraveis e induzido a formar raizeBr@os com a
finalidade de se obter uma nova planta (HARTMANNK&STER,
1990). O termo estaca € utilizado para denomirsg ssgmento, que
pode ser de ramos, raizes ou folhas, devendo ternpenos, uma
gema vegetativa e capacidade de originar uma nokaatap
(FACHINELLO et al., 1995).

Para Corréa et al. (1997), as estacas de plantdisinzs
devem ser enterradas no substrato a uma profurediddel
aproximadamente 2/3 do seu tamanho. Alguns enraizi@® podem
ser demorados como no caso do alecRms(Mmarinus officinal)s Para
diminuir a probabilidade de apodrecimento da estadgumas
medidas podem ser tomadas, como a escolha de raathg0s ou a
imerséo das estacas por 24 horas em solucéo gde GA

As vantagens da estaquia s&o0 numerosas com margem
para criar muitas plantas em espaco reduzido; ulaatep pode
originar muitas estacas; € um método rapido e ssnphao
requerendo as técnicas especiais de enxertia (HARIW &
KESTER, 1990); além disso, é util para a produgdpatta-enxertos,
quando esses forem necessarios a adaptacdo da Elansolo
(NACHTIGAL & PEREIRA, 2000).

De acordo com Paiva e Gomes (1995), a estaquia € o
método de maior viabilidade econbmica para a p@olwe mudas.

No entanto, segundo Fachinello et al. (1995), esdalidade esta em
funcdo da facilidade de enraizamento de cada espéccultivar, da

qualidade do sistema radicular formado e do desenvento



posterior da planta na area de producdo. Mudadasbpor estaquia
apresentam, no campo, 0 mesmo desenvolvimento dugio das
plantas enxertadas.

Para Teixeira e Marbach (2000), a propagacéo deiesp
florestais e ornamentais normalmente é feita vimesges, com
excecdo de algumas espécies como o eucaliptoamafjue podem

ser multiplicados igualmente via estaquia de matgrvenil.

2.5.1 Bases anatbmicas e fisiologicas do enraizarteen

De acordo com Alvarenga e Carvalho (1983), a neiori
das raizes adventicias de estacas de ramos origmal® células que
apresentam capacidade de tornarem-se meristemékistacas de
plantas herbaceas, apresentam estas células srfgxes vasculares
e, estacas de plantas perenes, formam raizesimadeafftoema ou de
outros tecidos, como por exemplo, cambio, raio Wase medula.

Durante o preparo da estaca, o corte realizadoopeov
uma lesdo dos tecidos, tanto no xilema quanto oenfl, sendo que
posteriormente ocorre uma cicatrizacéo no locadddaorigem a uma
capa de suberina que reduz a desidratacdo da éremlac Nesta
regido, ha formacdo de uma massa de células pamatqeas que
constituem um tecido pouco diferenciado, desorgalwize em
diferentes etapas de lignificacdo, denominado GaACHINELLO et
al., 1995).

A formagdo de calo e de raizes sdo processos
independentes na maioria das plantas, cuja ocdar&mmultanea é

devido a dependéncia de condi¢des internas e atalsieRorém, em



algumas plantas, a formacgéo de calo pode ser gwreuda formacgao
de raizes adventicias (HARTMANN & KESTER, 1990).

O grau de esclerificacdo do floema priméario exerce
influéncia direta na capacidade de enraizamentvadi@s espécies,
sendo que o aumento do teor de lignina nos tecpbme criar
barreiras mecanicas ou fisioloégicas ao enraizam@®wyIES JR. &
HARTMANN, 1988).

Algumas substancias enddgenas produzidas em disren
partes da planta, tais como auxinas, citocininédserelinas, acido
abscisico e etileno, podem prejudicar o processdodeacédo de
raizes. Outras substancias, como inibidores e w@sittores do
crescimento, também podem afetar a formagdo destaporém de
maneira mais indireta (HARTMANN et al., 198pudNATCHIGAL,
1999).

As auxinas, como por exemplo o acido indolbutirico
(AIB), quando aplicadas em estacas de caule, acumsé na base e
promovem a formacdo de meristemas e, em seguidaraides
adventicias (ALVARENGA & CARVALHO, 1983).

Ja as estacas retiradas de espécies com alta tragéen
de citocininas naturais apresentam dificuldadedodmar raizes e,
quando aplicadas de forma sintética, normalmerdeoggam inibicdo
ao enraizamento (OKORO & GRACE, 19&pud NATCHIGAL,
1999).



2.5.2 Principais fatores que afetam o enraizamento

O processo de formacgéo de raizes em estacas éaapeta
um grande numero de fatores que podem atuar isotta ou em
conjunto. Assim, a capacidade de uma estaca emities depende
dos fatores endogenos e das condicdes ambientgisrpionadas ao
enraizamento. Necessita-se do conhecimento desmesd, a fim de
explicar porque determinada espécie apresenta idid ou
dificuldade ao enraizar. Além disso, o adequadoejosapermite que
haja maior chance de sucesso na producdo de mintidasopela
técnica de estaquia (FACHINELLO et al., 1995).

2.5.2.1 Fatores endbgenos

Os fatores enddégenos mais importantes a se coasiuer
enraizamento sdo as condic¢des fisioldgicas e étosrias da planta-
mae, o tipo de estaca, a época do ano ideal endmhormonal.

Ao selecionar uma planta-mée, devem ser escolhidas
aquelas que estejam livres de moléstias, moderadam@orosas e
de identidade conhecida (HARTMANN & KESTER, 1990).

Segundo Fachinello et al. (1995), o contetdo dayaitio
de alguns nutrientes, como fésforo, potassio, @aki magnésio
também favorece o enraizamento, sendo que 0 exdess@anganés e
de nitrogénio pode prejudica-lo.

Em plantas de dificil enraizamento, podem serzatilos
tratamentos especiais, como a dobra de ramos elanznto, para

melhorar a condicao fisioldgica ou nutricional danpa matriz e, com



isso, aumentar os indices de enraizamento dasass(BAIVA &
GOMES, 1995).

A idade da planta matriz também pode ser um fator
determinante na formacdo de raizes, principalmenteespécies de
dificil enraizamento. Estacas retiradas de plaatasestagio juvenil,
periodo que vai do fim da germinacdo da sementeagbéimeira
inducédo floral, enraizam com maior facilidade, p@igresentam
multiplicagéo celular mais ativa (ASSIS & TEIXEIRAQ98).

Nicoloso et al. (2001), obtiveram a propagacaoidseng
brasileiro Pfaffia glomerata(Spreng.) Pedersen), a partir da estaquia
de 30 estacas de ramos por planta de dois andsade, iem condicbes
de viveiro sob ambiente controlado.

E recomendavel a obtencdo de brotacbes jovens em
plantas adultas, pela poda drastica, as quais, mes®&o
caracterizando uma verdadeira condicdo de juvewidd induz o
enraizamento com maior facilidade (FACHINELLO et, @995).
Scarpare Filho et al. (20@pudOLIVEIRA, 2002) afirmam que, com
0 aumento da idade da planta, ocorre uma reducfotaxas de
divisdo celular e capacidade de regeneracdo, oregidta em um
pobre enraizamento e recomendam o uso de brotagdess em
plantas adultas para a estaquia.

Dessa formagstacas de ramos sdo as mais importantes, e
devem conter gemas terminais e/ou laterais, podsedolassificadas
de acordo com o grau de lignificacdo em herbassasilenhosas ou
lenhosas (HARTMANN & KESTER, 1990).

Como observa Fachinello (1995), estacas herbad@ms s

aquelas coletadas no periodo de crescimento vegetguando 0s



tecidos apresentam alta atividade meristematicaaigobgrau de
lignificacdo. Ao final desse periodo, as estact&oamais lignificadas
que as primeiras e sdo consideradas semilenhosa@&stécas lenhosas
apresentam maior taxa de regeneragcdo potencialtoe gehu de
lignificac@o, sendo coletadas no periodo de doriaéapos a queda
das folhas. Segundo Hartmann e Kester (1990), odasee tipo de
estaca € um dos meios mais baratos e faceis dagaggo vegetativa,
sendo a melhor época para 0 enraizamento, 0s mesesaio e junho
(FINARDI, 1998).

Toffanelli et al. (2002) observaram, através ddizagéo
de um experimento com estacas lenhosas de ameoa@atdas no
més de junho, que o tipo de estaca e época deacsdet fatores
criticos na determinacdo do percentual de enraizonepois a
capacidade de formar raizes em estacas lenhosaterénshado pelo
anel do esclerénquima e o aumento de substandigdoiras durante a
dorméncia.

Estacas herbaceas geralmente enraizam com maior
facilidade e rapidez que as demais. No entantgeaximaior atencao
e equipamentos adequados, como ambientes protegidelsulizacao
intermitente, para evitar a desidratacéo (FINARIDBS).

Outra caracteristica importante no enraizamentesticas
€ a presenca ou ndo de folhas e gemas, j4 que edsatsiras sdo
importantes produtoras de auxinas e co-fatores raizamento
(PAIVA & GOMES, 1995). Para Assis e Teixeira (1998)numero
de folhas tem influéncia, principalmente, na velade de
enraizamento € no numero de raizes formadas, tatstatado por

Alves et al. (1991), que obtiveram 45% de enraizdmem estacas



semilenhosas de acerolsdlpighia glabral.), sem folhas, tratadas
com AIB, em substrato arenoso. De acordo com HamneaKester

(1990), durante o periodo de intensa atividade taéiga, as gemas
exercem efeito estimulador no enraizamento. Porassapacidade de
enraizamento é diferenciada em muitas espécie$umréo da época
do ano em que as estacas séo coletadas (ASSISXETEA, 1998).

Quando estacas lenhosas sdo colocadas para enraizar
inicio da primavera, hd uma tendéncia de que bratem rapidez,
devido aos dias quentes. As novas folhas em desamento
comecam a transpirar e retirar a agua das estatas que estas
possam formar raizes, por isso morrem rapidambiot@ntanto, se as
estacas sdo coletadas no outono, as gemas estarferimdo de
repouso, podendo formar raizes e se estabeleceammapépoca de
brotacdo das gemas, na primavera (HARTMANN & KESTIE®00).

Conforme Fachinello et al. (1995), a capacidadeima
estaca formar raizes, varia de acordo com a esmgcieultivar
utilizada, ainda que a facilidade ou ndo de enmazdo seja o
resultado de um conjunto de fatores e ndo somemt@otencial
genetico.

Também para Assis e Teixeira (1998), a grande gé&wia
observada nas exigéncias e capacidade de enraimaergre espécies
e cultivares, tem dificultado o estabeleciment@ud®ocolos gerais e
funcionais de enraizamento. Por isso, € aconsdlhéyeipar 0s
genotipos semelhantes, com base no padréao de tesjossdiferentes
tratamentos.

De acordo com Floss (2004), o desenvolvimento das

plantas é controlado, além dos fatores genéticambientais, por



fatores fisiolégicos ou hormonais. Durante o cibdodesenvolvimento
das culturas, esses compostos organicos influem pmosessos
fisiolégicos, como a germinacdo de sementes, ocionesto, a
floracao, a frutificacdo e a senescéncia.

Para Raven et al. (1996), os fitohormonios sao oshog
organicos, ndo nutrientes ou vitaminas, que em tolaates
extremamente pequenas, promovem, inibem ou moutfica
qualitativamente processos fisiolégicos envolvidosom o
desenvolvimento de parte ou da totalidade das gdanflguns
horménios vegetais sdo produzidos em um tecidog grdduzem
respostas fisioldgicas especificas; outros sdouzidds num tecido e
translocados para outros, nos quais estimulam detada resposta
fisiologica.

Segundo Floss (2004), de maneira geral, pode-sguton
que as auxinas, giberelinas e citocininas atuampnoaocao do
crescimento das plantas, enquanto o etileno edw @tiscisico atuam
como inibidores. J& para Teixeira e Marbach (208€tp classificacao
nao é inteiramente correta, pois uma determinathat&ocia pode
atuar como promotora ou inibidora, dependendo decsucentracéo
endogena e de outros fatores intrinsecos da planta.

Desta forma, também os metabdlitos secundariosido &
salicilico e o acido jasménico, vém sendo estudaclges resultados
preliminares indicam que estas substancias posgaaimente ser
consideradas hormdnios vegetais. Essas molécuasngenham uma
funcdo sinalizadora nos processos de resisténgat@enos e de
defesa contra herbivoros (TAIZ & ZEIGER, 2004).



As auxinas sdo consideradas o grupo hormonal mais
conhecido entre os reguladores de crescimento esnpoder
encontradas na forma livre ou conjugada (HINOJO3@(00). O
maior efeito estd na formacdo de raizes em estatas,também
exercem acgdo na ativacdo das células do cambipramocédo do
crescimento das plantas, na inibicdo das gemasaigtea abscisédo de
folhas e frutos (FACHINELLO et al., 198udHINOJOSA, 2000).

A principal auxina de ocorréncia natural nas plaréao
acido indolacético (AlA), sintetizado nas gemasaigi e folhas novas
(FACHINELLO et al., 1995). Substancias sintéticae qnimetizam a
acdo de hormoénios vegetais sdo denominados deadeges de
crescimento ou fitorreguladores (HINOJOSA, 2000).

Quando uma espécie ndo apresenta niveis de auxinas
suficientes para a promoc¢ao do enraizamento, fazesessaria a
suplementacao do teor hormonal através da aplicex@gena de um
fitorregulador (HINOJOSA, 2000).

As raizes s8o extremamente sensiveis as auxinas e o0
mecanismo interno que controla o crescimento é @aaonhecido.
Quando aplicada auxina a 6rgdos isolados, ocorreaumento de
resposta paralelo ao aumento da concentragcaorédéoato maximo,
apos o qual ocorre um efeito inibitoério (RAVEN ét 4996).

Como explicita Floss (2004), as auxinas possuem um
efeito pronunciado sobre a inducdo ao enraizanwm#stacas, o qual
se inicia pela formacéao de raizes adventicias,csenth pratica muito
utilizada na fruticultura e floricultura. Ocorre @qua mesma

concentracdo de auxinas que promove a inducao ozamento,



inibe o crescimento das raizes, portanto, os étuiadores néo
devem ser aplicados por periodo prolongado.

O objetivo de tratar as estacas com substancias
reguladoras do crescimento do tipo auxina € aumang@rcentagem
de estacas enraizadas, acelerar a iniciagdo dassraumentar o
namero e a qualidade das raizes produzidas paksasse também a
uniformidade de enraizamento (FACHINELLO et al., 939
HINOJOSA, 2000). De acordo com Hinojosa (2000), raizes
induzidas sao funcionalmente idénticas as raizedatda-mae, porém
nem todas as espécies respondem positivamentersaux

Os reguladores do enraizamento mais conhecidos séo
AlA, AIB, ANA e o 2,4-D, sendo que o AIB é tido canp mais
eficiente no enraizamento de estacas, porque apaesaaior
estabilidade a luz solar que os demais reguladong® é considerado
toxico para as plantas.

No que se relaciona especificamentesimkgo biloba
poucas pesquisas foram realizadas e relatadasogaaptopagacao
por estaquia visando estabelecer protocolos efesete producao de
mudas.

Conforme Montes-Lopéz e Rodriguez-de la O (2001), a
ginkgo € uma espécie muito dificil de propagar poétodos
vegetativos, sendo que até o presente momento membsultado
relevante foi obtido usando métodos que promovaemraizamento
de estacas. Da mesma forma Stumpf (1997), citaegte espécie
possui dificuldades de enraizamento por estacasrmémcia das
sementes fora do seu habitat original, 0 conseqirenite inviabiliza

a multiplicacdo por sementes. Ao contrario, HiB&3) relata que as



estacas enraizam muito bem, necessitando de csidesjmeciais,
como irrigacéo e fertilizacdo adequadas.

Mello et al. (2003) realizaram um estudo sobre
propagacdo de estacas lenhosas de ginkgo tratadagl closes de
AIB, no setor de estufas de propagacao de plast&A\§1V/UPF, no
qual observaram que as quatro diferentes concéesade AIB
utilizadas ndo aumentaram o enraizamento em stisteacasca de
arroz carbonizada.

Ja Chu et al. (1987) relatam a inducéo de enraiztmem
miniestacas de ginkgo com 7 cm de comprimento, duanbmetidas
ao tratamento de solucédo de AIB. ApOs cinco semdra®alizacao
do experimento, obtiveram aproximadamente 60 % deestacas
enraizadas em bandejas de polietileno.

Shepperd (2003) também obteve o0 enraizamento de
estacas de ginkgo de 10 a 15 cm de comprimentzantio a dose de
8000 mg L' de AIB aplicado na forma de talco. Entre setete oi
semanas posteriores, observou-se que 46 % daasaf@esentavam-
se enraizadas.

Assim sendo, devido as poucas pesquisas desera®lvid
sobre o cultivo de ginkgo, outros trabalhos comeeigs florestais,
frutiferas e medicinais como por exemplo alecriRogmarinus
officinalis) (CORREA et al., 1997), aracazeit®s{dium cattleyanum
Sabine) (NACHTIGAL et al.,, 1994), ginseng brasiei(Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen) (NICOLOSO et al., 20@bjabeira
(Psidium guajavalL.) (DANTAS et al., 2003), mognoS(vietenia
macrophylla King) (LOPES et al., 2001) e pessegueifrufius
persicd (OLIVEIRA, 2002) (TOFANELLI et al., 2002) (TREVISN



et al., 2000) (DUTRA, 1999) serviram de referéruama o0 presente

estudo.

2.5.2.2 Fatores ambientais

Os principais fatores ambientais relacionados ao
enraizamento de estacas sdo a temperatura, ludadene o tipo de
substrato utilizado.

Para o enraizamento de estacas da maioria dasiesspéc
sao ideais temperaturas diurnas entre 21 e 27 ARTMANN &
KESTER, 1990), sendo que flutuacdes acentuadaprsfigliciais ao
enraizamento e sobrevivéncia das mesmas (PAIVA &MES,
1995).

Temperaturas ambientais muito elevadas aumentamxaa t
respiratoria, provocando a desidratacao da estdem disso, tendem
a estimular o desenvolvimento das brotagcbes antes d
desenvolvimento das raizes. A temperatura do substambém
influencia no enraizamento (KAMPF, 2000), sendoomeendavel
manter-se a base das estacas em temperaturasenatas que a das
gemas (HARTMANN & KESTER, 1990; FACHINELLO et al.,
1995). No entanto, essa temperatura deve ser Gadrgara nao
exceder o limite maximo tolerado pela estaca.

A influéncia da luz no enraizamento de estacasptqua
intensidade, qualidade e fotoperiodo, esta maiimiada a planta-
mae, sendo importante fornecedora de energia pdmossintese
(HARTMANN & KESTER, 1990).



Deve-se atentar que durante o periodo de enraizajreen
intensidade luminosa geralmente precisa ser reduai®0 % para
evitar a insolacéo excessiva das estacas (PAIVAOMES, 1995).

A perda de agua é uma das principais causas de chert
estacas, principalmente em espécies de dificil izmento. De
acordo com Finardi (1998), é recomendado o usondesistema de
nebulizacdo. Conforme Grolli (2000), para que hegatrole das
condi¢cdes ambientais, umidade relativa do ar e eemtyra, o ideal é
gue o processo de estaquia seja desenvolvido déattona camara
de nebulizagcédo. Para Kampf (2000), evitando a desicBo da estaca
e a queda das folhas, é mantida a fotossintederawdo dessa forma,
0 processo de enraizamento.

Outro importante fator a ser considerado no awdtio
processo de enraizamento da estaca, € o tipo ealdaye do
substrato utilizado. O substrato apresenta basiti@me funcdo de
servir de sustentacdo as estacas, mantendo naaseaim ambiente
umido, escuro e suficientemente aerado (HARTMANNKESTER,
1990). A qualidade de um substrato depende de pgsiedades
fisicas e quimicas analisadas previamente em labimra

Os substratos podem ser de origem organica, inagan
ou de material sintético. Alguns exemplos da didade de materiais
utilizados sdo a vermiculita, turfa, serragem, aréLAC e solo
(FERMINO & BELLE, 2000). A casca de arroz é um saljito
proveniente do beneficiamento do arroz. Seu procese
carbonizagédo consiste em submeter o produto a anta tle calor,

sob o qual passa da cor amarela a preta. Aprepenteeutro, baixa



salinidade, boa porosidade, elevado espaco dedaeragixa retencao
de 4gua e estabilidade estrutural (FERMINO & BELPEQO).

O substrato influi significativamente no enraizatoede
estacas, afetando a porcentagem de estacas eamiradqualidade
do sistema radicular formado (HARTMANN & KESTER, 919
PAIVA & GOMES, 1995).



CAPITULO |

CULTIVO IN VITRO DE APICES CAULINARES E
SEGMENTOS NODAIS DE Ginkgo biloba L. EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA

Paloma Alves da Silva Sextp Magali Ferrari Grando % Alexandre

Augusto Nienow’; Delvino Nolla®*

RESUMO - Ginkgo biloba é considerada uma importante arvore
ornamental no continente asiatico e produz um gramgmero de
principios ativos em suas folhas, entre eles tdles terpénicas
(ginkgolides e bilobalide) e flavondides. A condigie planta didica e

o reduzido numero de exemplares disponiveis jaatifio
desenvolvimento de técnicas alternativas para spaoducdo. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o cotapwnto dos
apices caulinares e segmentos nodais durante igocuitvitro, para
micropropagacao dessa espétieis experimento$oram realizados,
onde explantes, provenientes de duas plantas e®triforam

inoculados em meio de cultura WPM, suplementado dderentes

! Eng?. Agra., Mestranda do Programa de Pés-GraduagéiAgronomia, area de
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concentracbes dos reguladores de crescimento &emadpurina
(BAP 0,5; 1,0 e 2,0 mg1) &cido naftalenoacético (ANA 0 e 1,0 mg
LY e &cido giberélico (GAO e 0,5 mg L[). Utilizou-se o
delineamento experimental de blocos ao acaso canfedperimento
1) e seis (experimento 2) repeticOes por tratamesgiodo a unidade
experimental constituida de um tubo de ensaio ndotem explante.
Aos 30 e 60 dias de cultivo, avaliou-se o desenmvaato de
brotacdes, formacdo e tipo de calo, frequénciaéeneliro de calos
organogénicos. As médias foram submetidas a anddissariancia e
a frequéncia de calos foi avaliada pelo teste rafarpétrico de
Kruskall-Wallis a 5 % de significanci&lao foi possivel estabelecer o
cultivo in vitro a partir de segmentos nodais em ambos os
experimentos, devido a perda de 100 % dos mesmas po
contaminacdo fungica. No experimento 1, os apicaslimares,
obtidos de arvore jovem produziram brotacbes asrawid
desenvolvimento de meristemas pré-existentes quamitivados em
meio de cultura sem reguladores de crescimentaesepca de BAP
no meio de cultura propiciou a formacédo de calos1€f % dos
apices caulinares. Foi evidenciado a importanciacdmbinacéo
BAP+ANA na producédo de calos organogénicos @mkgo biloba
aos 30 dias de cultivo. A adicao de A0 teve efeito positivo na
inducdo de calos organogénicos. Aos 60 dias davaulhouve
reducao na freqiéncia de calo organogénico em tsldtamentos.
Os calos desenvolvidos em meio suplementado comg R hue BAP
mantiveram-se verdes e saudaveis por mais tempombinacdo de
reguladores de crescimento no meio influencioudonétro inicial dos

calos observados aos 30 dias de cultivo. Explasttédos de arvore



adulta (experimento 2), apresentam alto indice afgaminagfesn
vitro. Somente calos produzidos em meio com a combirna¢adP e
2 BAP+0,1ANA sobreviveram até os 60 dias de cultiXgo foi
possivel regenerar plantas a partir dos calos abtidestes dois

experimentos, devido & necrose dos mesmos ao twygsubcultivos.

Palavras-chave:Cultura de tecidos, Calogénese, Organogénese.



IN VITRO CULTURE OF Ginkgo bilobaL. SHOOT-TIPS AND
NODAL SEGMENTS ON DIFFERENT CULTURE MEDIA

Paloma Alves da Silva Sextp Magali Ferrari Grando % Alexandre
Augusto Nienow’; Delvino Nolla®*

ABSTRACT - Ginkgo bilobais considered an important ornamental
tree in the Asian continent and produces a greatbeun of active
principles in its leaves, among them are the gihlgs, bilobalide
and flavonols. The condition of dioecious plantd ahe reduced
number of available samples, justify the developnodralternatives
techniques for its reproduction. The present sthdy the aim to
evaluate the behavior of shoot-tips and nodal setgng@uring the in
vitro culture, with the aim of developing a future miampagation
protocol for this specie. Two experiments wereiedrout with shoot-
tips and nodal segments, from two selected plantgulated in
culture media WPM (LLOYD and McCOWN, 1980), supptarted
with different concentrations and combinations odvgh regulators

benzilaminopurine (BAP 0.5, 1.0 and 2.0 my Lnaftalenoacetic acid
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(ANA 0 and 0.1 mg ! ) and giberelic acid (GA0 and0.5 mg L!). It
was used the randomized blocks experimental deéioreavith ten
(experiment 1) and six (experiment 2) replicatipes treatment, and
the experimental unit consisted in the test tubenigaone explant. At
30 and 60 days of cultivation, it was evaluateddbeelopment of the
explantsin vitro, callus and type of callus, frequency and diameter
organogenic callus. The average were submittedhéo ANOVA
(Statistic Analysis System) and the frequency dlusaevaluated by
the non-parametric test of Kruskall-Wallis et 5 %s@nificance. It
was not possible to establish the cultivationvitro from the nodal
segments due to the loss of 100 % of them, becafisbe fungi
contamination. In the first experiment, the shaoos-tobtained from
young tree produced shoots through the developwiepte-existing
meristems when cultivated in the culture mediumhwit growth
regulators. The presence of BAP in the medium iadube formation
of callus in 100 % of shoot-tips. It was evidendkd importance of
the combination of BAP+ANA in the production of argpgenic
callus inGinkgo bilobaat 30 days of culture. At 60 days of culture
there was reduction in the frequency of this tygecallus in all
treatments. The callus developed on medium supgieed with 2 mg
L™* of BAP were maintained green and healthy for ajéomperiod of
time. The growth regulators combination influentled initial callus
diameter at 30 days of cultivation. Explants ol#dirfrom a mature
tree (experiment 2), presented high levels iof vitro fungi
contamination. Only calli produced in the preserafe 2BAP e
2BAP+0,1ANA survived until the 120 days of cultudé.was not



possible to regenerate plants from callus obtaimedhese two

experiments, due to the necrosis along the sulyeultu

Key-Words: Tissue culture, Callus. Organogenesis.



1 INTRODUCAO

A ginkgo Ginkgo bilobal.) é uma gimnosperma de
origem asiatica, sendo a Unica espécie viva peatgaca familia
Ginkgoaceae (TESKE, 1995). Esta espécie ja foi eauza de
extingdo, mas atualmente faz parte da arborizagdana de varias
cidades asiaticas (HOBBS, 1991).

A ginkgo, por apresentar propriedades medicinam t
sido usada em larga escala em ambito mundial, faeieo medicina
popular como pela industria fitoterapica (CHANG &ANG, 1997).

Atualmente cientistas da area da medicina tém
comprovado o efeito benéfico dos compostos quimiessa espécie
(flavondides e ginkgolides), para o tratamento deerdas doencas
(MONTEZ-LOPEZ & RODRIGUEZ-de la O, 2001). Estes quostos
regulam a circulacdo sanguinea e cerebral (Mawnhfl®85 apud
MONTEZ-LOPEZ & RODRIGUEZ-de la O, 2001), e sdo §teias
enfermidades do coragédo e dos olhos, bem comoawv@rnpgao e no
tratamento de varios estados de deméncia (Fos&30 apud
MONTEZ-LOPEZ & RODRIGUEZ-de la O, 2001).

A ginkgo apresenta dificuldades de propagacéao eédrde
métodos vegetativos, principalmente fora do seallde origem. Em
adicdo a isso, a espécie é didica, requerendo serra de plantas
masculinas e femininas para a formacdo de sementesmo toda
gimnosperma, seu estagio juvenil € longo. Destmdora cultura de
tecidos in vitro, surge como uma alternativa de propagacao,

principalmente para espécies que apresentam pidapges de



interesse medicinal e ornamental como a ginkgo (WBRLOPEZ
& RODRIGUEZ-de la O, 2001).

A micropropagacdo é uma técnica muito utilizadaa par
multiplicacdo de inimeras espécies, entre as @samsedicinais, para
multiplicar gendtipos  selecionados, mantendo caristicas
desejaveis como produtividade, resisténcia a prag&encas, ou para
superar problemas com a inviabilidade das semditesantes a
multiplicacdo em larga escala (PEREIRA, 2003).

A micropropagacao pode se dar através de dois gsose
morfogenéticos pelos quais é possivel regenerartgdan vitro a
partir de explantes: organogénese e embriogénesétisa, por vias
diretas ou indiretas. A organogénese é o proceskoqual, tecidos
vegetais ddo origem a 6rgdos vegetativos pelo dek@&mento de
gemas pré-existentes ou pela inducdo de gemas tadasn Este
processo pode ocorrer de forma direta (sem formagiacalo) ou
indireta, através da formacdo de calo (Thorpe, 19§ud
MANTOVANI, 1997). Da mesma forma, na embriogénesméatica
direta, os embrides somaticos se formam na supedi@ explante
sem passar pela fase do calo, enquanto que natmdis embrides
somaticos se formam na superficie do calo (GRATTGRRA &
MACHADO, 1998).

Vérios fatores influenciam as respostas das célidaslos
e orgaosin vitro, entre eles o gendtipo, tipo de explante e tipo e
concentracdo de reguladores de crescimento, aggdbttdo meio de
cultura, bem como as condicbes ambientais duranteuldvo
(Narayanaswamy, 197apudMANTOVANI, 1997).



A micropropagacdo de plantas aromaticas e mediciai
feita preferencialmente por meio da cultura deegp@aulinares ou de
segmentos nodais. Esses sistemas tém se mostitdatbaonfiaveis
na producdo de plantas com menores riscos de @exaenéticas,
por utilizarem rotas diretas, sem a passagem peda fle calo
(STEFAAN et al., 1994).

A composicao salina mais utilizada nos meios deialé
a MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), geralmente supletada
com reguladores de crescimento que permitem diracias respostas
morfogenéticas (George, 19@%ud ABREU & PEDROTTI, 2003).
Entretanto, com espécies lenhosas o0 meio MS namnasrou
satisfatorio em alguns casos, observando-se queasigdes mais
diluidas em macronutrientes tiveram melhor deselmpeoomo € o
caso do marmeleiro (ERIG & SCHUCH, 2004formulactes
especialmente desenvolvidas para estas espéciasp goeio WPM
(Wood Plant Medium — LLOYD & McCOWN, 1980), servesomo
alternativa ao meio MS.

As citocininas e auxinas sao as classes de regekadie
crescimento mais utilizados na cultura de tecidd8LOAS et al.,
1990). Dentre as citocininas utilizadas na forméagdos meios de
cultura, o benzilaminopurina (BAP) geralmente éliastdo em
combinagdo com auxinas como o0 acido naftalenoac@lA), e de
giberelinas como o acido giberélico (g§A

Existem poucos relatos quanto a utilizacdo da ¢écde
micropropagacao em ginkgo. Os trabalhos tém mastaagroducéo
de calos a partir de embrides e tecidos cotilegsn@@AMPER et al.,

1997), cultura de células e raizes para extracapnttgolidesin vitro



(BALZ et al, 1999), cultivo de apices caulinaresomc
desenvolvimento de folhas expandidas, mas semeagdu de plantas
completas (MONTEZ-LOPEZ & RODRIGUEZ-de la O, 2004)
regeneracdo de plantas a partir de apices caudinalpéidos de
plantulas germinadas vitro (TOMMASI & SCARAMUZZI, 2004).
Visando estabelecer um protocolo basico para a

micropropagacao de ginkgo, este trabalho avaliegsostasn vitro

de dois tipos de explantes (apices caulinares mesggs nodais),
provenientes de duas matrizes@liekgo biloba em meio de cultura
basico WPM suplementado com diferentes concentsac@e

reguladores de crescimento.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em dois experimentos, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universelade Passo
Fundo, Passo Fundo-RS. No primeiro experimentarfazaltivados,
em sete meios de cultura, apices caulinares e sggsneodais
obtidos da planta matriz jovem da FAMV/UPF, no péoi de outubro
de 2003 a maio de 2004. No segundo, explantesidesagaulinares e
segmentos nodais coletados da planta matriz adafen cultivados
em dez meios de cultura, no periodo de dezemb&Dd@ a abril de
2004.



2.1 Experimento |

2.1.1 Cultivo de apices caulinares e segmentos naae matriz

jovem deGinkgo biloba em diferentes meios de cultura

Apices caulinares e segmentos nodais foram obiigos
estacas herbaceas, com comprimento entre 12 e /1@roaenientes
de uma planta jovem de ginkgo, com cinco anos déeidlocalizada
no Campus | da UPF (Figura 1a). As estacas foramisedas em
segmentos de 1,5 cm de comprimento, contendo umma gilar
(Figura 1b).

Figura 1. Material vegetal de Ginkgo biloba. a) Planta matriz
cultivada na FAMV/UPE; b) segmento nodal de 1,5 cm de
comprimento contendo uma gema axilar. FAMV/UPF,
Passo Fundo-RS, 2003.



As estacas passaram por uma pré-desinfestacdogiman a
corrente no laboratorio. Em camara de fluxo lamisab condicdes
assépticas, as mesmas foram lavadas com alcoo| poré minutos,

e imersas em uma solucdo de 1,5 % de hipoclorigdd® (50 % do
produto comercial Mazarolo), contendo 3 gotas d=etw20 por 100
mL de agua, e agitadas por 20 minutos. Apos, fa@araguadas trés
vezes com agua destilada/deionizada e autoclava@alimpeza dos
residuos dos produtos utilizados. A seguir, osefpaaulinares, com
aproximadamente 0,3 cm de comprimento foram obtidos o
auxilio de uma lupa estereoscopica de 35x de awnepincas e
bisturis previamente esterilizados.

Os segmentos nodais e apices caulinares foranvauis
em meio basico WPM (Wood Plant Medium — LLOYD & MoW@/N,
1980), com sete variacbes na concentracdo de dmgak de
crescimento BAP, ANA e GA(Tabela 1). Estes meios de cultura
foram suplementados com as vitaminas tiamina 1,0Lthgéacido
nicotinico 0,5 mg L* e piridoxina 0,5 mg I, 30 g L'* de sacarose, 6 g
L™ de &gar (marca comercial Merck) e o pH 5,8 ajustan HCI a
0,1 N.



Tabela 1. Combinagcfes de reguladores de crescimento em b#siwo
WPM para cultivo de apices caulinares e segmentogis de
Ginkgo biloba FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003

Tratamentos BAP ANA GA;
(mgL™) (mgL™) (mgL ™)
1) WPMO 0,0 0,0 0,0
(2) 1BAP 1,0 0,0 0,0
(3) 1BAP +0,1ANA 1,0 0,1 0,0
(4) 1BAP+0,1ANA+0,5GA 1,0 0,1 0,5
(5) 2BAP 2,0 0,0 0,0
(6) 2BAP+0,1ANA 2,0 0,1 0,0
(7) 2BAP+0,1ANA+0,5GA 2,0 0,1 0,5

O delineamento experimental utilizado foi em bloems
acaso, com 10 repeti¢cdes, sendo cada repeticatteassde um tubo
de ensaio contendo um apice caulinar e/ou um sdgmedal.

Tanto os apices caulinares como os segmentos nodais
foram inoculados em tubos de ensaio (25x150 mmjeadio 0 meio
de cultura estéril (15 mL), vedados com papel ahionie filme
transparente de PVC, e cultivados em camara deimmsto no
escuro a 25+ 2 °C.

Passados cinco dias de cultivo, as culturas foram
transferidas para a sala de crescimento com ambidet luz e
temperatura controlados (fotoperiodo de 16 hora&liu a 25 °C: 2
°C e luminancia de 25 mmol.n¥. s%). Apés 30 dias de cultivo, os
explantes e estruturas formadas foram subcultivadasneio fresco
com composicgao idéntica ao meio de isolamento.

Para avaliacdo da respostavitro, foram analisadas as
seguintes caracteristicas: desenvolvimento do etqldormacéo e

tipo de calo e diametro transversal dos calos agg@mcos. Duas



medidas de diametro foram tomadas: a primeira, @lo oetirado
diretamente do tubo de ensaio (diametro iniciaB segunda apos
limpeza e retirada das regides necrosadas (diarfnedin

Foram realizados subcultivos a cada 30 dias,
acompanhado de novas avaliagdes.

Os dados foram submetidos a analise de variandé@a pe
pacote estatistico SAS (Statistic Analysis Syst€BAS Institute,
1998). Comparou-se o tipo de calo pelo teste n&mnap&trico de
Kruskall-Wallis, a 5% de significancia.

2.2Experimento |l

2.2.1 Cultivo de apices caulinares e segmentos naae matriz

adulta de Ginkgo biloba em diferentes meios de cultura

Para este experimento foi utilizado como explaagtacas
herbaceas e semilenhosas coletadas de uma platta @dulta
feminina de aproximadamente 60 anos de idade, l8enaltura
(Figura 2), localizada na éarea residencial no itistde Camobi,

municipio de Santa Maria, RS.



Figura 2. Arvore adulta feminina d&inkgo bilobauhzada como matriz. Santa
Maria-RS, 2003.

Os apices caulinares e segmentos nodais foramadokt
desinfestados como descrito no experimento antd?msteriormente,
com o objetivo de controlar as contaminacdes flaggios explantes
foram enxagiados com os fungicidas carbendazin peodiona
(filtrados, na concentracao de 30 ppm ).

Os explantes foram cultivados em meio basico WPM co
dez variacGes na concentracdo de reguladores deimento BAP,
ANA e GA; (Tabela 2). Estes meios de cultura foram suplésdes
com as vitaminas tiamina 1,0 mg',Lacido nicotinico 0,5 mg L' e
piridoxina 0,5 mg L%, 30 g L™ de sacarose e 6 g'ide 4gar (marca
comercial Merck), tendo o pH ajustado para 5,8 &tfoha 0,1 N.

As condi¢cdes de cultivo e as avaliacOes realizasias
igualam as descritas no experimento 1, sendo qua pate
experimento foram realizadas seis repeticdes ptartrento.



Tabela 2. CombinagBes de reguladores de crescimento em bésiTco
WPM para cultivo de apices caulinares e segmentogis de
Ginkgo biloba FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003

Tratamentos BAP ANA GA;
(mgL™) (mgL™) (mgL™)
1) WPMO 0,0 0,0 0,0
(2) 1BAP 1,0 0,0 0,0
(3) 1BAP +0,1ANA 1,0 0,1 0,0
(4) 1BAP+0,1ANA+0,5GA 1,0 0,1 0,5
(5) 2BAP 2,0 0,0 0,0
(6) 2BAP+0,1ANA 2,0 0,1 0,0
(7) 2BAP+0,1ANA+0,5GA 2,0 0,1 0,5
(8) 0,5BAP 0,5 0,0 0,0
9) 0,5BAP + 0,1ANA 0,5 0,1 0,0
(10) 0,5BAP + 0,1ANA+0,5GA 0,5 0,1 0,5

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento |

Apo6s 30 dias de cultivo, os 4pices caulinares \ads
em meio WPM O (tratamento 1) apresentaram brotagdespansao
foliar, a partir do desenvolvimento de meristemag-gxistentes
(Figura 3).



Figura 3. Formacao de brotos e folhas em apices caulinageSitkgo biloba
cultivados em meio WPM, sem reguladores de crestonaos 30 dias
de cultivo. FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003.

As folhas se expandiram a partir de meristemas pré-
existentes, ndo sendo observado a formacédo de. dédp®ntanto,
estas brotacdes permaneceram pequenas, nao alorgand tempo
de cultivo. Este padrdo de desenvolvimento observadvitro é
semelhante ao que ocorii@ vivo, visto que a maioria dos apices da
planta ddo origem a folhas em fasciculos, em rarno®s que nao
apresentam alongamento (Figura 1d da revisaoetatlira).

Neste experimento, o &pice caulinar cultivado né&o
produziu brotagBes multiplas e gemas adventicias.

Aos 60 dias de cultivo, 89 % dos apices cultivados
meio sem regulador de crescimento (WPM 0) apressentaecrose,
demonstrando o baixo grau de sobrevivéncia.

A dificuldade de regenerar planta completa Giekgo
biloba, a partir do cultivo de apices caulinares de &vdambém foi
constatada por Tommasi e Scaramuzzi (2004), quergenobtiveram

regeneracao de plantas completas quando cultivgesmas apicais e



nodais de plantulas obtidas de sementes germinadaso, com a
presenca de extrato de endosperma. Por se tratacides jovens, 0s
mesmos Sa0 mais responsiuwoyitro, quando comparados aos tecidos
de um explante obtido de arvore. O efeito da iddoleexplante na
respostdn vitro € amplamente discutido na literatura (LAURAIN et
al., 1996; CHOI et al., 2003; GRANDO et al., 2082£RIK, 1990).

Chu et al. (1987) relataram pela primeira vez tatera de
desenvolver o processo de micropropagacéo de girkgeartir de
apices caulinares inoculados em meio de cultura WBd&Mn
reguladores de crescimento. Entre duas e trés ssnmde cultivo
observaram a formacdo de brotacOes, que foramfdrates para
enraizamento em substrato e aplicacdo da dose @@ 8@ L' de
AIB, na forma de talco. O desenvolvimento diretolietaces em
ginkgo também foi observado por Hao et al. (2080gvés do cultivo
in vitro de gemas apicais em meio de cultura MS, sem mgda de
crescimento mas com suplementos nutricionais.

Ao longo do segundo e terceiro subcultivos, ose&pie
brotacbes sobreviventes (11 %) apresentaram camgies
bacterianas. Mediante identificacdo no Laboratdedacteriologia e
Microbiologia da UPF, as mesmas foram classificat@aso sendo
endofiticas, aerdbias e gram positivas.

De acordo com Serafini et al. (2001), microrganismo
endofiticos sdo aqueles que vivem, pelo menos parteu ciclo, no
interior de vegetais aparentemente sem causar @msosesmos. No
entanto, em cultura de tecidos, a presenca de mM&IBSMOS
endofiticos geralmente é sinbnimo de perdas, tantoqualidade
quanto em quantidade (CASSELS et al., 1991).



Segundo Pereira et al. (2003), as contaminacbesadas por
bactérias endofiticas ndo apresentam crescimesteel/ino meio de
cultura e nem sintomas nos tecidos, sendo detectmaente apds
algum tempo de cultivo.

Em contraste com a resposta obtida na auséncia de
reguladores de crescimento, todos os meios cont@A&ocombinado
ou ndo com auxina, induziram a calogénese em 1008bagices
caulinares cultivados aos 30 dias de cultivo. Head.2000) também
observaram a inducdo e formacéo de calos orgarcmgrm gemas
apicais deGinkgo bilobacultivadasin vitro, em meio de cultura MS
suplementado com variadas concentracdes de ANAtaae

Os resultados obtidos neste experimento eviden@am
efeito do BAP na indugao de calos organogénicagirdego. O efeito
positivo do BAP na inducdo de calos em ginkgo tamb®i
verificado por Tommasi e Scaramuzzi (2004), quacdtivaram
gemas apicais e nodais obtidas de plantulas gedasia vitro, em
meio de cultura MS suplementado com ANA, na presenauséncia
de extrato de endosperma. Montes-LOpez e Rodrigee¢a-O (2001)
observaram que altas concentracdes de BAP no reaialtlira induz
a formacéao de calos na base das brotactes de gibkigas de apices
caulinares.

A importancia do BAP na formacédo de calos foi
observado em macieira cultivar Gala RW1 por Moralesal. (1999),
onde 72 % dos internédios cultivados na presench nhg L* BAP
produziram calos organogénicos.

Os calos de ginkgo formados nos diversos tratarmento

apresentaram diferencas quanto a morfologia extamgue se refere



a cor (branco-amarelado e verde) e a estruturao$aga compacto
nodulares). Os calos compactos nodulares apreaentaoloracao
verde clara, verde-escuros com nodulos meristeagate@ou com
folhas. Narayanaswamy (19dpudMANTOVANI, 1997), relata que
a variagado na estrutura e coloragcdo dos calos gadebservado em
diferentes explantes de uma mesma espécie ouaterttés especies.

Conforme o mesmo autor, o tecido caloso procedeate
diferentes espécies vegetais pode apresentar rijieyequanto a
estrutura e habito de crescimento. Pode ser dtzif como branco,
livre ou friavel (que se separa facilmente), fimguoso (brando),
duro, de facil ou dificil separacdo. O calo orga&@rogo apresenta
pontos verdes que correspondem a centros meristesyéapazes de
regenerar plantas (NABORS et al., 1983) e o calmsg € feito de
tecido translucido, granular e macio, incapaz dgemerar plantas
(WELTER et al., 1995).

Os calos aquosos, observados nesta primeira d@liac
apresentaram cor branco-amarelado (Figura 4), cbratera externa
esponjosa e tecido mais endurecido no seu intemégresentando,
provavelmente, parte do explante original. Estégscado evoluiram
no decorrer do tempo para formar novas estrutu@$ogenéticas e
exibiram pouco crescimento e desenvolvimento. Aagdo dos

subcultivos, os mesmos foram apresentando necrose.



Figura 4.Calo aquoso d&inkgo biloba FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003.

Os calos que apresentaram nodulos e coloragdo verde
foram considerados como organogénicos. Inicialmeose mesmos
exibiam tonalidade verde clara e levemente nodsillfegura 5a).
Gradativamente estes nodulos evoluiram, passatidonar nddulos
maiores, supostamente meristeméticos de coloragide vmais
intensa (Figura 5b-c), pois sendo que algumas slestfruturas
originaram folhas (Figura 5d). Também foram obs#wga calos

nodulares de coloracao verde-escura.

Figura 5. Calos organogénicos deinkgo biloba obtidos em meio WPM na
presenca de reguladores de crescimento. a) calalanode coloracéo
verde clara; b-c) calos com nédulos meristeméatileosoloragdo verde-
escura; d) calo com formacgéo de folhas. FAMV/UP&s9® Fundo-RS,
2003.



De acordo com Nabors et al. (1983), os pontos geyde
se desenvolvem nos calos podem corresponder a osentr
meristematicos com capacidade de regenerar plantgsortanto,
podem ser chamados de organogénicos. Segundo Nasayamy
(1977 apud MANTOVANI, 1997) e Bhojwani e Razdan (1983 apud
MANTOVANI, 1997), estas estruturas sdo prolifera;de células de
tecido primario que, apds sofrerem desdiferenciagibferenciam-se
formando centros meristematicos, denominados destaoides,
que originam diferentes estruturas, como gemasats e raizes.

Aos 30 dias de cultivo, a frequéncia média de calos
aquosos formados a partir do cultivo dos apicetinzaes foi de 5,7
%, variando de 0 a 20 % nos diferentes tratameffmgira 6). A
porcentagem média de calos necrosados foi de 39byariacdo de
0 a 50 %, ndo havendo diferenca significativa eongeratamentos
para estas variaveis pelo teste de Kruskall-Wal8% (Apéndice 1).

No entanto, os tratamentos com fitorreguladores
influenciaram a frequéncia de calos organogéni€adtivados nos
meios 1BAP+0,1ANA (tratamento 3) e 2BAP+0,1ANAatamento
6), 80% dos explantes produziram este tipo de @&huras 6 e 7).
Estes tratamentos, segundo o teste ndo-paramé¢rikouskall-Wallis
a 5% de significancia, foram superiores ao tratam#&ncomposto por
meio sem reguladores de crescimento (Apéndice)l e 2

A combinacédo citocinina (BAP) e auxina (ANA) foi
efetiva na formacéo de calos organogénicos @nkgo biloba A
adicdo de GAno meio ndo se mostrou favoravel na indugcdo desse
tipo de calo, visto que houve uma reducdo na frecjaéde calos



organogénicos quando este regulador foi adiciormadmeio (Figura
6).
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a 5%.

Figura 6. Porcentagem de calos aquosos, organogénicos esadosoformados
a partir de apices caulinares@mkgo bilobaaos 30 dias de cultivia
vitro em diferentes tratamentos do meio WPM. FAMV/UPEsd®
Fundo-RS, 2003.



Figura 7. Calos organogénicos @inkgo bilobaobservados aos 30 dias de cultivo
in vitro no tratamento 3 (a e b) e no tratamento 6 (c). FAMPF,
Passo Fundo-RS, 2003.

Skoog e Miller (1957 apud MANTOVANI, 1997),
relataram que a organogénese em explantes mesidaréabaco é
regulada por interagcdes quantitativas entre reguisd de
crescimento, especialmente entre uma auxina e uow@nma. Como
observado neste experimento, a alta concentrac&atat@nina em
relacdo a auxina induziu a producdo de calos, &&side brotacdes,
como demonstrado em tabaco por esses autores.

Tommasi e Scaramuzzi (2004) também obtiveram calos
guando cultivaram gemas apicais e nodais de piEntlé ginkgo em
meio MS suplementado com 1 mg te BAP e 0,1 mg Lt de ANA.



Em ginkgo, Huh et al. (2002) obtiveram maior niumeeo
gemas adventicias a partir de segmentos de caltileados em meio
MS, com a mesma combinacdo de reguladores de MR
(1BAP+0,1ANA) e suplementado com 5 % de carvaaadtv Choi et
al. (2004) observaram formacdo de gemas advengom&mbribes
zigoticos imaturos de ginkgo em meio MS suplementamin 1 mg
L™ de BAP e 0,01 mgt.de ANA.

O presente experimento demonstra que, em ginkgo, a
presenca de BAP combinado ou ndo com ANA, foi fumelatal para
a calogénese a partir de apices caulinares, senéaoadrequéncia
deste tipo de resposta seguiu um comportamentadept do tipo e
combinag&o hormonal entre citocinina/auxinagGA

Na concentracdo de 1 mg'lde BAP (tratamento 2), a
frequéncia de calos organogénicos foi de 40 %,®qnd esta passou
para 70 % quando a concentracdo de BAP foi dolpaca?2 mg [*
(tratamento 5).

Quando a concentracdo de 1 mg' lde BAP foi
combinada com ANA a frequéncia de calos organogénanbrou,
passando de 40 % para 80 %. O aumento nesta fi@gi@vamente
foi observada quando utilizou-se 2 mg e BAP com ANA, sendo
gue a mesma passou de 70 % (2BAP) para 80 % (2BARNA)
(Figura 8).

Estes resultados estdo de acordo com as afirmatg®es
Huetteman e Preece (1993), onde a presenca deaiftesntracoes de
citocininas no meio induz a excessiva formacaoali@scem explantes

de espécies lenhosas.



Koroch et al. (2000) induziram calos organogénieos
partir de explantes foliares de echinacEah{nacea purpuréa em
meio basico MS suplementado com 1 myde BAP + 0,01 mgt
de ANA.

Da mesma forma, Mantovani et al. (1997) obtiveram
formacdo de calos organogénicos em caixeBdyfnopanax
morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch), a partir de discos fa&a
cultivados em meio MS nas concentracdes de 0,0k 0,0 mg [* de
BAP, e em combinacdes com ANA nas concentracoedQlee 0,1
mg L™

Estudos realizados por Martins et al. (2001, detnarasn
gue apices caulinares de ginkgo inoculados no mieioultura WPM
suplementado com 0,2 mg‘lde BAP e 0,5 mg Lde GA;, promoveu
a inducao de calos organogénicos.

No presente trabalho em todas as combinacbes de
BAP+ANA, quando se acrescentou o £5Abservou-se uma redugéo
média na frequéncia de calos organogénicos na ordEm
aproximadamente 30 % (Figura 8).

A acéo inibitoria do GAtambém foi observada por Mello-
Farias et al. (1996), onde a concentracdo de 0,6 hae GA reduziu
a producdo de calos organogénicos em pereira, megmado
combinado com BAP e ANA. Geralmente o §EAutilizado em meios
de isolamento e multiplicacdo para promover o aomento das
brotacdes. Isso foi comprovado por Grando et &01? quando a
presenca de GAinduziu o alongamento de plantulas éaspalum
notatume o aumento no numero de embriGes somaticos gadosim

vitro.



Estatisticamente, em que pese as variagdes obssivasl
meios de cultura ndo influenciaram no tipo de ¢atmmado (Figura 8
e Apéndice 3). Em média 20,2 % dos explantes apasen calos
aquosos, variando de 0 % a 57,1 %. Calos necrossmoseram em
24,5 % dos explantes, variando de 0 % a 42,9 %edUEncia média

de calos organogénicos foi de 44,5 %, variando %@ea085,7%.
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NS-nao significativo pelo teste de Kruskall-Waki$% de significancia.

Figura 8. Porcentagem de calos aquosos, organogénicesresados formados
a partir de apices caulinares@mkgo bilobaaos 60 dias de cultivia
vitro em diferentes tratamentos do meio WPM. FAMV/UPEsd®
Fundo-RS, 2003.



Tommasi e Scaramuzzi (2004) verificaram que a pgsse
de ANA foi positiva na inducéo de calos organogémiem ginkgo, a
partir do cultivo de gemas apicais e nodais oriisade plantulas
obtidas de sementes germinadlasvitro. Porém este regulador ndo
auxiliou na manutencéo destes calos, pois 0S mesg@ssaram ao

longo do tempo. Tendéncia similar foi observado pr@sente

experimento, em meios de cultura com 2 myde BAP quando
adicionado ANA (Figura 9).

Figura 9. Calos organogénicos d@inkgo biloba induzidos no meio WPM
suplementado com 2 mg*lde BAP (tratamento 5), observado aos 60
dias de cultivan vitro. FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003.

Embora a presenca de @Aao tenha influenciado
positivamente a inducdo de calos organogénicos 3@oslias de
cultivo, combinado com 1BAP+0,1ANA (tratamento gjpmoveu a
sobrevivéncia e manutencdo deste tipo de cala gge ndo houve
necrose dos mesmos neste tratamento.

Com a finalidade de avaliar o desenvolvimento cides
organogénicos, o diametro dos mesmos foram ob#dtss e depois
da limpeza (retirada de setores necrosados) ae$0@lias.

A andlise de variancia mostrou diferenca signifi@ano
diametro dos calos induzidos entre os diferentgartrentos avaliados



aos 30 dias de cultivo, mas néo aos 60 dias (Apéri Aos 30 dias
(Tabela 3), os tratamentos 3, 4 e 7 apresentardor orascimento no
diametro inicial dos calos quando comparado com desnais
(P=0,0013). Estes resultados indicam que a comimade
BAP+ANA+ GAs, promove o crescimento inicial dos calos. Ja os
calos limpos (diametro final), apresentaram em mé@j76 cm de
didmetro, variando de 0,64 cm a 1,02 cm.

Aos 60 dias de cultivo o diametro médio inicial @
1,10 cm e os calos limpos de 0,77 cm.

Os calos cresceram, em meédia, 0,34 cm de diametro
durante 30 dias de cultivo, de 0,76 cm (30° dik)yl@ cm (60° dia).

Tabela 3.Diametro inicial e final (cm) dos calos organogésicleGinkgo
biloba avaliados aos 30 e 60 dias de cultivo em difesente
tratamentos no meio WPM. FAMV/UPF, Passo FundoZ®83

Tratamentos Dias de cultivo
30 60
Diametro (cm) Diametro (cm)
Inicial Final Inicial Final
(1) WPM 0 - - - -
(2) 1BAP 097 c| 0,68° 0,96° 0,77°
(3) 1BAP +0,1ANA 1l41a b 0,77 1,24 0,67
(4) 1BAP+0,1ANA+0,5GA 1,71 a 1,02 0,88 0,61
(5) 2BAP 0,90 q 0,64 0,90 0,78
(6) 2BAP+0,1ANA 1,03 b d 0,66 1,23 1,06
(7) 2BAP+0,1ANA+0,5GA 1,42a b 0,81 1,45 0,50
Média 1,25 0,76 1,10 0,77
CV.% 27,43 40,71 29,58 58,33

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpedo teste de Duncan a 5%.
ns- ndo significativo a 5% de significAncia.



A cada novo subcultivo realizado, apds os 60 diss,
unidades experimentais foram sendo perdidas devidecrose dos
calos, sendo que no sétimo subcultivo, aos 210 @iataram apenas 5
unidades experimentais de todo o experimento, O rgpeesenta
aproximadamente 96 % de perda de material em fudgéoecrose
dos calos (Figura 10). Assim, devido a reducdo dmero de
repeticbes, ndo foi possivel analisar as avaliagéatizadas nos

subcultivos subsequentes.

Percentual de perda das unidades
experimentais
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Figura 10.Porcentagem de perdas de unidades experimentaiepase ao longo
dos subcultivos de calos organogénico$ttekgo biloba FAMV/UPF,
Passo Fundo-RS, 2003
A morte de um tecido é precedida pela descoloracéo,

desidratacdo e perda de sua organizacéo celulay 2005).



De acordo com Taiz e Zeiger (2004), a necrose esta
relacionada a um conjunto de alteracbes morfol8gicue
caracterizam morte celular provocada po