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Resumo - O presente capitulo apresenta e discute metodologias para avaliar o ex-
plante e as condigbes de cultivo mais adequadas para o estabelecimento in vitro de
segmentos nodais das espécies Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wend!| e Den-
drocalamus asper (Schult. & Schult. F) Backer ex K. Heyne. Foram avaliados quatro
tipos de explantes (segmento nodal) e condigdes de cultivo: C1 — segmento nodal
cultivado por 14 dias no escuro; C2 — segmento nodal cultivado em condicdes de
luminosidade; C3 — segmento nodal com corte longitudinal mantendo a gema axi-
lar e cultivado em condicdes de luminosidade e C4 — segmento nodal com corte
longitudinal sem a gema axilar e cultivado em condigbes de luminosidade. Apds a
assepsia, 0s explantes foram inoculados in vitro em meio de cultura MS suplemen-
tado com 0,004% de cloro ativo (NaOCI) e subcultivados aos 21, 42 e 63 dias. Avalia-
ram-se a porcentagem de estabelecimento in vitro, a oxidagao, a manifestagao de
micro-organismos e a emissao de brotacoes. Os resultados revelaram decréscimo
no estabelecimento de explantes de B. vulgaris e D. asper, seguido de aumento
da oxidagao e da manifestagdo de micro-organismos ao longo dos subcultivos.
As brotacOes axilares dos explantes cresceram e se desenvolveram apenas nos
tratamentos C1 e C2, com maior emissao de broto em C2 aos 63 dias, sendo esses
os explantes e condigbes de cultivo mais indicados para o estabelecimento in vitro
das espécies.

TERMOS PARA INDEXAGAO: INTRODUGAQ, EXPLANTE, CONTAMINAGAO, BAMBU.



Abstract — The aim of the research was to evaluate the most suitable type of ex-
plant and culture conditions for in vitro establishment of nodal segments of Bam-
busa vulgaris Schrad. ex ]. C. Wendl and Dendrocalamus asper (Schult. & Schult.
F) Backer ex K. Heyne. Four different types of explants (i.e., nodal seqgment) and
culture conditions were evaluated: C1 - nodal segment cultivated for 14 days in the
dark; C2 - nodal segment cultivated in light conditions; C3 - nodal segment with
longitudinal section, containing the axillary bud and cultivated in light conditions
and C4 - nodal segment with longitudinal section, without axillary bud and culti-
vated in light conditions. After the disinfection, the explants were inoculated in vi-
tro on MS culture medium supplemented with 0.004% of active chlorine (NaOCI),
and were subcultured at 21, 42 and 63 days. The percentage of in vitro establish-
ment of explants, the oxidation, the manifestation of microorganisms and the shoot
induction were evaluated. The results showed a decrease of in vitro establishment
of nodal segments, followed by an increase of oxidation and manifestation of mi-
croorganisms along the subcultures. Shoots were developed only in C1 and C2 (the
largest shoot induction per explant occurred in C2, at 63 days), being these types of
explants and cultivation condition the most appropriate for in vitro establishment
for both species.

INDEX TERMS: INTRODUCTION, EXPLANT, CONTAMINATION, BAMBOO.

Introducéo

A busca por novas alternativas de matéria-prima de base fibrosa para usos
multiplos estd se tornando cada vez mais frequente, principalmente se consi-
derarmos as questdes econdmicas, sociais e ambientais relacionadas ao rdpi-
do crescimento populacional. Dentre as espécies de interesse no setor flores-
tal, destacam-se os bambus, mundialmente reconhecidos devido as inameras
aplicagdes. Os usos da planta envolvem desde a producdo de papel, celulose,
energia, biocombustivel e extracdo de amido até o emprego na construcdo
civil, bioengenharia, fabricacdo de mdveis, artesanatos, produtos farmacéu-
ticos, alimenticios e medicinais (Bag et al., 2000; Souza, 2004; Ostapiv & Fa-
gundes, 2007; Komatsu et al., 2011; Singh et al., 2013).
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Os bambus apresentam ramificacdes complexas, talos lenhosos do tipo
colmo, floracdo monocdrpica (isto ¢, apenas uma floracdo durante seu ci-
clo de vida) (Filgueiras & Gongalves, 2004) e pertencem a familia Poaceae
(Gramineae), subfamilia Bambusoideae (Pereira & Beraldo, 2008; Singh et al.,
2013). As espécies de bambus estdo distribuidas, principalmente, em paises
tropicais e subtropicais, sobretudo na Asia, América do Sul e em algumas
regides no leste da Africa (Filgueiras & Gongalves, 2004).

No Brasil, alguns estudos demonstraram a aplicabilidade do cultivo de
bambu para a produgdo de biomassa (Mendes et al.,, 2010; Neto et al,, 2010).
Levando em consideracdo as espécies que apresentam potencialidades para
a composicdo de plantios comerciais (Souza, 2010), o Bambusa vulgaris e o
Dendrocalamus asper apresentam consideravel destaque pelo elevado valor
econdmico, adaptabilidade e rapido crescimento (Pereira & Beraldo, 2008,
Pereira & Garbino, 2003; Mendes et al., 2010; Neto et al., 2010; Souza, 2010;
Mognon et al, 2015). Porém ainda é necessario aprimorar aspectos técni-
cos, cientificos e econdmicos ligados a produtividade, bem como desenvol-
ver biotecnologias visando a producdo de mudas em quantidade e qualidade
adequadas para suprir a demanda do mercado nacional.

A produgdo de mudas das espécies de bambus por via seminal (a partir de
sementes originadas em plantacSes voltadas para esse fim) é muito limitada,
principalmente por as sementes serem raras devido ao imprevisivel e longo
ciclo de florescimento, que pode ocorrer aos 10, 50, 100 anos ou mais (Rama-
nayake et al., 2001; Vengala et al.,, 2008). Além disso, o processo pode resultar na
mortalidade da planta devido ao gasto excessivo das reservas energéticas para
a produgdo das flores e sementes (Arya et al, 1999; Ramanayake et al., 2001).
Devido a essa caracteristica, diferentes técnicas de propagacdo sdo adotadas
para a producdo de mudas de bambus, as quais sdo consideradas excelentes
ferramentas para a clonagem de gendtipos selecionados, independentemente
do seu florescimento (Arya et al.,, 1999; Islam et al., 2011). Dentre essas técnicas,
a micropropagacdo, que consiste na produgado de clones de uma planta a partir
de uma tnica célula vegetal somatica, 6rgdo ou de um pequeno pedago de te-
cido vegetal (explante), tem obtido relevancia nos ultimos anos.

No entanto, embora existam varios trabalhos voltados a cultura ir vitro de
variedades de bambus (Arya et al, 1999; Bag et al,, 2000; Ramanayake et al.,
2001; Arya et al,, 2002; Sood et al., 2002; Ramanayake & Wanniarachchi, 2003;
Singh et al.,, 2003; Lin et al., 2004; Singh et al,, 2004; Das & Pal, 2005; Jiménez
et al., 2006; Ramanayake et al,, 2006; Komatsu et al,, 2011), a técnica de mi-
cropropagacdo aplicada a essas espécies apresenta, frequentemente, elevadas
taxas de contaminagdo por micro-organismos (principalmente bactérias e



fungos) durante a fase de estabelecimento in vitro, o que dificulta avan¢os no
campo da biotecnologia.

As contaminag¢Ses por micro-organismos durante essa etapa podem ser
resultantes de diversos fatores, tais como o estado nutricional e fitopato-
légico da planta doadora de propagulos (Brondani et al,, 2011; Brondani et
al, 2012; Brondani et al., 2013; Oliveira et al,, 2015), tipo e origem de ex-
plante utilizado para a inoculagdo (Brondani et al.,, 2009), presen¢a de micro-
-organismos endofiticos (tais como os que vivem em simbiose com a planta)
(Komatsu et al,, 2011; Oliveira et al,, 2013; Baccarin et al,, 2015), a manipula-
cdo do operador (Dutra et al., 2009), dentre outros. Inimeros protocolos de
desinfestacdo de tecidos tém sido desenvolvidos para evitar tais problemas
e aumentar a porcentagem de estabelecimento in vitro de diversos tipos de
propagulos (Brondani et al.,, 2009; Dutra et al., 2009; Brondani et al., 2010;
Brondani et al., 2013). Contudo, esses procedimentos nem sempre sdo aplica-
veis para todas as espécies. O emprego de antibidticos também ¢ uma pratica
adotada, sendo frequente no cultivo in vitro de espécies de bambus (Yasodha
et al, 2008; Mudoi & Borthakur, 2009; Nadha et al.,, 2012; Singh et al,, 2012;
Brar et al, 2013; Mudoi et al., 2014). Contudo, sua adogdo aumenta dema-
siadamente os custos de producdo (Tambarussi et al.,, 2015). Uma alternativa
para a obtencdo de explantes estabelecidos in vitro é a esterilizacdo quimica
do meio de cultura, que apresenta resultados satisfatérios para a cultura de
Eucalyptus (Brondani et al.,, 2013) e pode ser testada para espécies de bambus.

Aliado a praticas de desinfestacdo de explantes, o estudo prévio dos teci-
dos meristemdticos a partir da andlise anatomica (Almeida et al., 2015) tam-
bém auxilia na tomada de decisGes sobre o método mais adequado para o
preparo do explante. A andlise ¢ util para determinar tanto a posicdo dos
tecidos a serem excisados, quanto o tipo de meristema a ser cultivado, fatores
que podem ser decisivos para o sucesso das demais fases da micropropagacao
das espécies de bambus.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o tipo de explante e as condi-
¢Oes de cultivo mais adequados para o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais de Bambusa vulgaris e Dendrocalamus asper.

Material e métodos

Ramos laterais (10 a 20 cm
de comprimento) contendo gemas dormentes da por¢do mediana (propagu-
los, figura 1a) foram coletados (maio de 2014) de plantas de Bambusa vulgaris
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e Dendrocalamus asper com aproximadamente sete anos de idade e plantadas
no campo em Piracicaba (SP). Os ramos foram transportados até o Labora-
tério de Cultura de Tecidos Vegetais da Faculdade de Engenharia Florestal
da Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabd (MT). Em condicdes de
laboratério, foram extraidas as bainhas foliares préximas as gemas axilares
(figura 1b). Os ramos foram imersos em dgua destilada com detergente liqui-
do. Nessa etapa, fez-se a raspagem prévia da regido adjacente as gemas axila-
res, onde a bainha foliar se encontrava aderida ao colmo (figura 1c). Apds a
lavagem com esponja na regido das gemas axilares, segmentos nodais de 1 a
2 cm de comprimento foram seccionados e imersos em dgua destilada para

o enxague final.

Os explantes foram imersos em
solucdo de alcool 70% durante um minuto e enxaguados com dgua desti-
lada e autoclavada. Posteriormente, os mesmos foram imersos em solucao
a 2,0-2,5% (v/v) de cloro ativo (NaClO) acrescida de Tween 20 (0,05%, v/v)
durante 20 minutos. Em seguida, foram realizados cinco enxdgues com dgua
destilada e autoclavada. Ao final da assepsia, os explantes foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com 0,004% de cloro ativo (NaOCI). Aos 21 e 42
dias apds a inoculacdo, foram realizados subcultivos para o mesmo meio de
cultura descrito anteriormente, desta vez suplementado com 1,0 mg L™ de
benzilaminopurina (BAP).

Os segmentos nodais de Bambusa
vulgaris e Dendrocalamus asper foram padronizados e submetidos a quatro
condig¢des de cultivo: C1 - segmento nodal cultivado por 14 dias no escuro
(ap0s 14 dias, os segmentos nodais foram cultivados em condi¢des de lumi-
nosidade); C2 - segmento nodal cultivado em condi¢des de luminosidade;
C3 - segmento nodal com corte longitudinal mantendo a gema axilar e culti-
vado em condi¢bes de luminosidade e C4 — segmento nodal com corte longi-
tudinal sem a gema axilar e cultivado em condigdes de luminosidade (figura
1d-f). As condig¢des de luminosidade referem-se aquelas dentro da sala de
crescimento. Os segmentos nodais foram subcultivados a cada 21 dias para
um novo meio de cultura durante 63 dias. Aos 21, 42 e 63 dias, avaliaram-se
o estabelecimento de explantes (auséncia de manifestacdo bacteriana e/ou
fangica - EST), manifestacdo de micro-organismos (bacteriana e/ou fingica
- MMO) (figura 1g-h), oxidagdo (OXI) (figura 1l) e explantes que emitiram
brotos (EB) (figura 1j-k). O experimento foi conduzido no delineamento in-
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Figura 1. Estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Bambusa vulgaris e

Dendrocalamus asper. (A) Detalhe de ramo lateral de D. asper com destaque da

regido utilizada para a obtengao dos segmentos nodais (elipse vermelha). Barra
= 5,0 cm. (B) Segmento nodal de B. vulgaris evidenciando a regido da gema e
apresentando resquicios da bainha foliar (setas vermelhas). Barra = 1,0 cm.
(C) Segmento nodal de B. vulgaris evidenciando a raspagem prévia da regiao
adjacente a gema onde a bainha foliar se encontrava aderida ao colmo (setas
vermelhas). Barra = 1,0 cm. (D) Segmento nodal de B. vulgaris utilizado como

explante e contendo a gema. Barra = 0,5 cm. (E) Segmento nodal de B. vulgaris

com corte longitudinal e mantendo a gema. Barra = 0,5 cm.

(F) Segmento nodal de B. vulgaris com corte longitudinal sem a gema.
Barra = 0,5 cm. (G) Manifestagao fungica no estabelecimento in vitro de explante
de B. vulgaris aos 21 dias. Barra = 1,0 cm. (H) Manifestagao bacteriana no
estabelecimento in vitro de explante de B. vulgaris aos 21 dias. Barra= 1,0 cm.
(1) Explante oxidado no estabelecimento in vitro de B. vulgaris aos 21 dias.
Barra = 1,0 cm. (J) Estabelecimento in vitro de explante de D. asper emitindo
broto aos 42 dias. Barra = 1,0 cm. (K) Estabelecimento in vitro de explante de
B. vulgaris emitindo broto aos 42 dias. Barra = 1,0 cm
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teiramente casualizado em arranjo fatorial (4x3), com os fatores constituidos
por quatro formas de preparo de explantes e condic¢des de cultivo (C1, C2,
C3 e C4) e trés subcultivos (21, 42 e 63 dias). Para tanto, foram utilizadas trés
repeticoes, considerando 10 explantes por repeticdo. As espécies ndo foram
consideradas como fatores, sendo analisadas isoladamente.

O meio de cultura
foi preparado com dgua destilada, adicionando-se 7 g L* de 4gare 30 g L™ de
sacarose. O valor do pH foi ajustado para 5,8 com HCI (0,1 M) e/ou NaOH
(0,1 M) antes da adi¢do do 4gar ao meio nutritivo. Em seguida, procedeu-se
a autoclavagem para eliminacdo de micro-organismos com temperatura de
121 °C (=1,0 kgf cm™) durante 20 minutos. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento com temperatura controlada a 24 °C (z 1 °C), fotoperio-
do de 16 horas e luminosidade de 32 pmol m2s™.

As amostras (brotagdes axilares de Bambusa vulgaris
e Dendrocalamus asper) foram fixadas em solucdo de formaldeido e glutaral-
deido modificado (glutaraldeido 1%; paraformaldeido 4% em tampdo fosfato
de sédio - NaH2PO4.H20 a 0,1 M; pH 7,2) (Karnovsky, 1965). Na sequéncia,
foram submetidas a seis séries de vdcuo (-600 mmHg) por 30 minutos cada.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas durante 30 dias a 4 °C. Em
seguida, foram desidratadas por meio de série alcodlica-etilica em concen-
tragdes crescentes (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%, V/Vv), permanecen-
do em cada solug@o por 15 minutos. Apés imersdo em meio de infiltracdo
(Historesina, Leica) durante 24 horas, foram alocadas na porcdo inferior do
recipiente de moldura. Na etapa seguinte, as amostras foram emblocadas
em Historesina (hidroxietil metacrilato, Leica) com endurecedor conforme
recomendacdo do fabricante, onde permaneceram durante 28 dias a tempe-
ratura de 24 °C. Os blocos contendo as amostras foram seccionados longitu-
dinalmente a 10 pm de espessura com o uso de micrétomo rotativo automd-
tico Microm HM 355S (Thermo Scientific). Os cortes obtidos foram corados
com azul de toluidina (0,05%, v/v) em tampao fosfato de sédio e 4cido citrico
(Sakai, 1973) durante 20 minutos e montados em ldminas histolégicas com
resina sintética (Entellan). As laminas histolégicas foram analisadas e foto-
micrografadas em microscépio de luz (Opton), com imagens capturadas em
escala micrométrica.

Os dados mensurados foram submetidos ao teste de
Hartley (P<0,05) e Shapiro-Wilk (P<0,05), a fim de verificar a homogenei-



dade de variincia entre os tratamentos e a distribuicdo normal dos dados,
respectivamente. Os dados foram transformados conforme a necessidade
por meio do teste Box-Cox. Em seguida, foi realizada analise de varidncia
(ANOVA, P<0,05 e P<0,01). De acordo com a significincia da ANOVA, os
dados foram comparados pelo teste de Tukey (P<0,05). Os pacotes SOC (EM-
BRAPA, 1990) e R (R Development Core Team, 2012) foram utilizados para
a andlise estatistica dos dados. As laminas histolégicas foram caracterizadas

por andlise descritiva.

Resultados e discussao

Tanto para Bambusa vulgaris quanto para Dendrocalamus asper, verificou-se
influéncia significativa do nimero de subcultivos para a porcentagem de
estabelecimento de explantes (EST), porcentagem de explantes oxidados
(OXI) e porcentagem de explantes que apresentaram manifestagcdo de micro-
-organismos (MMO). Os tipos de preparo e condi¢des de cultivo influencia-
ram apenas a porcentagem de explantes estabelecidos (EST). Também foi
constatada interacdo do numero de subcultivos com o tipo de preparo do
explante e condicdo de cultivo em relagdo a porcentagem de explantes que
emitiram brotacSes (EB).

Para Bambusa vulgaris, o maior valor da EST foi observado em C1 (seg-
mento nodal mantido por 14 dias no escuro), resultando em 40,5%, e C2 (seg-
mento nodal mantido em condi¢des de luminosidade), com 42,0%. Ambos
ndo apresentaram diferenca significativa (figura 2a). Para Dendrocalamus
asper, o valor da EST nao diferiu significativamente entre C1, C2 e C3 (seg-
mento nodal com corte longitudinal mantendo a gema axilar e cultivado em
condic¢des de luminosidade), que apresentaram, respectivamente, valores de
37,3%; 42,7% e 37,5% (figura 2b).
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Figura 2. Caracteristicas mensuradas durante o cultivo in vitro de segmentos

nodais de Bambusa vulgaris e Dendrocalamus asper.

(A-B) Porcentagem de estabelecimento in vitro de explantes em relagao aos
tipos de preparo e condigdes de cultivo. (C-D) Porcentagem de estabelecimento
in vitro de explantes em relagao aos subcultivos. (E-F) Porcentagem de oxidagao

de explantes em relagao aos subcultivos. (G-H) Porcentagem de manifestagao
de micro-organismos (bacteriana e/ou fungica) de explantes em relagédo aos
subcultivos. Preparo e cultivo: C1 - segmento nodal cultivado por 14 dias no
escuro (apds 14 dias, os segmentos nodais foram cultivados em condigdes de
luminosidade); C2 - segmento nodal cultivado em condi¢des de luminosidade;
C3 - segmento nodal com corte longitudinal mantendo a gema axilar e cultiva-
do em condigdes de luminosidade C4 - segmento nodal com corte longitudinal
sem a gema axilar e cultivado em condi¢des de luminosidade. Valores médios

seguidos por mesma letra nao diferem significativamente a 5% de probabilidade

de erro pelo teste Tukey. Dados apresentados com média + erro padrao



Contudo, conforme foram realizados os subcultivos dos explantes para
novos meios de cultura, observou-se decréscimo do EST (figura 2c-d), segui-
do de aumento da oxidacdo dos explantes (figura 2e-f) e da manifestacdo de
micro-organismos (figura 2g-h). Aos 63 dias de subcultivo, 20,6% dos explan-
tes de Bambusa vulgaris (figura 2c) e 27,2% dos explantes de Dendrocalamus
asper (figura 2d) apresentaram-se estabelecidos, denotando expressiva perda
de material durante o periodo considerado. Além disso, os maiores valores
da OXI (100%) (figura 2e-f) e da manifestacdo de micro-organismos (72,8 a
79,4%) (figura 2g-h) também foram observados aos 63 dias. Apesar da fre-
quente oxidagdo (geralmente observada na base do segmento nodal), algu-
mas gemas apresentaram viabilidade para a emissdo de brotos.

Na cultura de tecidos de plantas, a contaminagdo pode ser um fator limi-
tante para o estabelecimento in vitro, interferindo negativamente em relagao
a propagacdo de clones previamente selecionados (Barrueto Cid & Teixeira,
2010; Hartmann et al., 2011). As espécies de bambus possuem organismos fito-
patogénicos endégenos (Singh et al,, 2013) que proliferam no meio de cultura
apds os explantes serem seccionados, uma vez que o corte do tecido aumenta
o processo de liberacdo de exudados ao meio de cultura. Esses micro-organis-
mos passam a competir por nutrientes e outros compostos energéticos com
o explante, fato que prejudica o crescimento e desenvolvimento dos tecidos
inoculados in vitro, podendo ocasionar até a sua mortalidade.

O processo de oxidagdo também pode ser prejudicial as culturas, pois oca-
siona necrose dos tecidos e a liberacdo de compostos fendlicos ao meio de
cultura (Grattapaglia & Machado, 1998), aumentando a perda de material
estabelecido. Estudo realizado por Soto et al. (2001) mostrou que a oxidagao
dos tecidos influenciou o estabelecimento in vitro de Bambusa vulgaris. Al-
gumas metodologias podem ser adotadas para reduzir o efeito da oxidacdo,
tais como o subcultivo frequente dos explantes em curto intervalo de tempo
(Hartmann et al., 2011) e a suplementacdo de substancias antioxidantes e de
carvdo ao meio de cultivo (Singh et al., 2013). Considerando a constatacdo de
elevados indices de oxidacdo no presente estudo, torna-se importante con-
duzir novas pesquisas para reduzir a frequéncia desse evento.

Houve emissdo de brotacdes axilares nos preparos e condi¢des de cultivo
C1 e C2 para Bambusa vulgaris (figura 1k e tabela 1) e para Dendrocalamus as-
per (figura 1j e tabela 2). Em termos gerais, C2 foi o melhor tipo de preparo
e condicdo de cultivo para ambas as espécies, considerando a maior emissdo
de brotos aos 63 dias (tabelas 1 e 2). Os preparos e condicdes de cultivo C3 e
C4 ndo emitiram brotacdo, portanto ndo ¢ aconselhado o seu emprego para
o estabelecimento in vitro das espécies avaliadas de acordo com as condices
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experimentais. O fato mostra que os segmentos nodais com cortes longitudi-
nais (para aumentar a superficie de contato do tecido com o meio de cultura)
ndo foram vidveis para a inoculacdo in vitro. Partiu-se do pressuposto de que
quanto menor o tamanho do explante, maior serd a probabilidade de o tecido
apresentar-se livre de patogenos (e, assim, aumentar o estabelecimento in vitro
de explantes). Entretanto, a estratégia de reducdo do tamanho do explante a
partir do corte longitudinal ndo diminuiu a manifestacdo de micro-organis-
mos durante os 63 dias de cultivo in vitro, independentemente da espécie ava-
liada. A capacidade de desenvolvimento do explante tornou-se limitada ou até
mesmo sem inducdo de brotagdes (tabelas 1 e 2), fato que também foi destaca-
do por Grattapaglia & Machado (1998) em revisdo com outras espécies.

Tabela 1. Porcentagem de explantes de Bambusa vulgaris que emitiram brota-
¢oOes axilares em relagao aos tipos de preparo, condi¢oes de cultivo e subcultivos

Preparo e condigao Subcultivos (dias)
de cultivo 21 42 63
Cl 0,0 (+0,0)Aa 0,0 (+0,0)Ba 7.7 (+0,1)Ba
Cc2 0,0 (+0,0)Ac 25,5 (+1,3)Ab 42,2 (+0,6)Aa
C3 0,0 (0,0)Aa 0,0 (x0,0)Ba 0,0 (x0,0)Ca
C4 0,0 (0,0)Aa 0,0 (x0,0)Ba 0,0 (x0,0)Ca

Nas colunas, valores médios seguidos por mesma letra maiuscula e, nas linhas, valores médios seguidos

por mesma letra mindscula nao diferem significativamente a 5% de probabilidade de erro pelo teste Tukey.

C1 - segmento nodal cultivado por 14 dias no escuro (apds 14 dias, os segmentos nodais foram cultivados em
condigdes de luminosidade); C2 - segmento nodal cultivado em condigdes de luminosidade; C3 - segmento
nodal com corte longitudinal mantendo a gema axilar e cultivado em condigées de luminosidade e C4 -
segmento nodal com corte longitudinal sem a gema axilar e cultivado em condig6es de luminosidade. Dados
apresentados com média (terro padréo).

Tabela 2. Porcentagem de explantes de Dendrocalamus asper que emitiram brota-
¢oes axilares em relagao aos tipos de preparo, condigoes de cultivo e subcultivos

Preparo e condigao Subcultivos (dias)
de cultivo 21 42 63
Cl 0,0 (+0,0)Ac 4,8 (+0,7)Bb 14,3 (+0,2)Ba
C2 0,0 (£t0,0)Ac 18,8 (£2,8)Ab 46,7 (x0,2)Aa
C3 0,0 (+0,0)Aa 0,0 (¥t0,0)Ca 0,0 (¥t0,0)Ca
C4 0,0 (£0,0)Aa 0,0 (¥t0,0)Ca 0,0 (¥t0,0)Ca

Nas colunas, valores médios seguidos por mesma letra mailscula e, nas linhas, valores médios seguidos

por mesma letra mindscula nao diferem significativamente a 5% de probabilidade de erro pelo teste Tukey.

C1 - segmento nodal cultivado por 14 dias no escuro (apds 14 dias, os segmentos nodais foram cultivados em
condigdes de luminosidade); C2 - segmento nodal cultivado em condigdes de luminosidade; C3 - segmento
nodal com corte longitudinal mantendo a gema axilar e cultivado em condigdes de luminosidade e C4 -
segmento nodal com corte longitudinal sem a gema axilar e cultivado em condig6es de luminosidade. Dados
apresentados com média (terro padrdo).
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Na defini¢do de um tipo de preparo e condicdo de cultivo inicial de um
explante sob condi¢Ses in vitro, deve-se levar em consideragdo o nivel de di-
ferenciacdo do tecido, sua determinacdo e a finalidade da micropropagacao
(Hartmann et al, 2011; Almeida et al,, 2015). A selecdo de explantes de es-
pécies de bambus deve preconizar a utilizacdo de tecidos que apresentem
potencial meristemadtico (com grande capacidade de reproducéo e de dife-
renciacdo em outros tipos de tecido vegetal), tais como gemas axilares (Grat-
tapaglia & Machado, 1998). Pela andlise dos cortes histolégicos, p6de-se ob-
servar que existem inmeros centros meristemdticos junto as gemas axilares
(figura 3a-b), o que denota potencialidade para a emissdo de novas brotacdes
a partir desses tecidos.

Figura 3. Analise histoldgica das brotagoes axilares de Bambusa vulgaris e
Dendrocalamus asper. (A) Corte longitudinal da brotagao axilar de D. asper, aos
63 dias apds o estabelecimento in vitro. MA - meristema apical. Setas vermelhas
evidenciam a presencga de centros meristematicos. Barra = 200 pm. (B) Corte
longitudinal da gema apical de B. vulgaris localizada no segmento nodal padro-
nizado para o estabelecimento in vitro, aos 63 dias de cultivo. Barra = 200 ym

O uso de segmentos nodais contendo gemas axilares tem sido frequente-
mente aplicado como explante para o cultivo in vitro de diferentes espécies de
bambus (Ramanayake et al, 1995; Ramanayake & Yakandawala, 1997; Jiménez
et al.,, 2006; Lemos et al., 2011; Singh et al,, 2012; Singh et al., 2013). Contudo, a
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manifestacdo de micro-organismos e a oxidagdo dos tecidos ainda necessitam
ser melhor entendidos e efetivamente controlados para que se obtenha su-
cesso nas demais fases da micropropagacao, preferencialmente sem o uso de
agentes quimicos, como os antibiéticos e produtos a base de merctrio.

Conclusoes

No decorrer dos trés subcultivos realizados, houve decréscimo do estabe-
lecimento in vitro dos explantes de Bambusa vulgaris e Dendrocalamus asper,
seguido de aumento da oxidacdo dos tecidos e da manifestacdo de micro-
-Organismos.

As brotagSes axilares dos explantes de Bambusa vulgaris e Dendrocalamus
asper cresceram e se desenvolveram apenas nos preparos e condi¢des de cul-
tivo C1 (segmento nodal cultivado por 14 dias no escuro) e C2 (segmento no-
dal cultivado em condi¢Ses de luminosidade). Dessa forma, esses explantes
sdo recomendados para o estabelecimento in vitro.

O preparo e condi¢do de cultivo C2 proporcionou a maior emissdo de
brotagdes axilares nos explantes de ambas as espécies, aos 63 dias apds a ino-

culacio.
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