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Desenvolvimento de protocolos para micropropagacao de Aloe vera L
Guilherme Borghetti Calixto

Resumo: A babosa (Aloe vera L.) é uma planta com inimeras aplica¢fes dentro das demais
areas do conhecimento, no entanto ela apresenta muitos problemas quanto a sanidade e
quantidades que a propagacdo vegetativa pode trazer. Por isso, é necessario desenvolver
métodos rapidos e eficazes que viabilizem a propagacdo de mudas sadias. Assim, o presente
trabalho tem por objetivo desenvolver um protocolo de cultura in vitro inicial para a babosa,
visando a producdo de mudas sadias e em grande quantidade. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, sendo composto por 3 tratamentos sendo eles: T1 - Agua + 6 gotas
Tween 20 (15 min), hipoclorito de sddio a 2% (15 min), alcool 70% (5 min) e posteriormente
a triplice lavagem com agua; T2 — 100 hipoclorito de sodio 2% + 100mL de agua + 6 gotas de
Tween 20 (12 min), alcool 70% (3 min) e triplice lavagem; T3 — hipoclorito de sodio 0,5%
(20 min), &lcool 70 % (1 min) e triplice lavagem com agua, com 8 repeticOes cada tratamento.
Os resultados demonstraram que o tratamento 3 apresentou 0s menores indices de
contaminacdo flngica e bacteriana, sendo 50% para contaminagdo flngica e 0% de
contaminacdo bacteriana. A partir dos resultados, foi possivel desenvolver um protocolo de
assepsia adequado para a babosa sendo o T3 o melhor protocolo de assepsia.

Palavras-chave: Babosa; cultura de tecidos; propagagao in vitro.
Development of protocols for micropropagation of Aloe vera L.

Abstract: The babosa (Aloe vera L.) is a plant with many applications within the other areas
of knowledge, however it presents many problems regarding the animal and quantities that the
vegetative propagation can bring. It is therefore necessary to develop rapid and effective
methods that make possible the spread of healthy seedlings. The experimental design used
was entirely randomized, being composed of 3 treatments being them: T1 - Water + 6 drops
Tween 20 (15 min), sodium hypochlorite, 2% (15 min), 70% alcohol (5 min) and
subsequently the triple washing with water; T2 - 100 sodium hypochlorite 2% + 100ml of
water + 6 drops of Tween 20 (12 min), 70% alcohol (3 min) and triple washing; T3 - 0.5%
sodium hypochlorite (20 min), alcohol 70 % (1 min) and triple washing with water, with 8
repetitions each treatment. The results showed that the treatment 3 presented the lowest
indexes of fungal and bacterial contamination, being 50% for fungal contamination and 0% of
bacterial contamination. From the results, it was possible to develop a protocol of asepsis
suitable for babosa being the T3 the best protocol of asepsis.

Key words: Babosa, tissue culture, propagation in vitro.
Introducéo

Aloe vera L. (Babosa), nome dado por Carl Von Linne em 1720, sendo posteriormente
referida como Aloe barbadensis Miller, é uma planta pertencente a familia Liliaceae que tem

origem na regido noroeste africana e ocorréncia em regiGes subtropicais e tropicais. Possuli
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inimeros registros de sua utilizacdo como espécie medicinal, sendo descritos mais de 70
diferentes compostos biologicamente ativos, sendo elas antioxidantes, antiinflamatorias,
anticarcinogénicas, antidiabéticas, imunoestimulantes, dentre outras. A vasta aplicacdo nos
mais variados segmentos, gerou grande demanda de matéria-prima com qualidade,
expandindo significativamente as areas cultivadas (DEBIASI et al.,2007).

O inicio de seu processo de cultivo é realizado pela obtencdo de mudas (Propagacéo
vegetativa convencional), obtidos a partir das brotagdes laterais, este processo é muito lento e
oneroso pois se consegue em média de 4 brotos/planta/ano. Este processo pode acarretar em
uma série de problemas, tendo em vista que apesar de ndo demonstrar o sintoma e parecer
saudavel, ela pode esconder pragas e doencas que vao ser passadas para as futuras mudas.
Portanto, a propagagdo vegetativa convencional, muitas vezes necessaria, funciona como
eficiente veiculo de propagacdo de doencas virais, fungicas e bacterianas e pragas como
nematoides e muitas outras (OLIVEIRA, 2007).

Bach (2007), conclui que a babosa possui viabilidade econémica, podendo reduzir os
custo de produgdo com a obtencdo de mudas com menor preco, resultando em uma maior
lucro para o agricultor.

Neste sentido, estabelecer um protocolo de micropropagacdo massal de Aloe vera,
utilizando técnicas de micropropagacdo de plantas, podera auxiliar na resolu¢do desta
problematica, uma vez que possibilitard a producdo de um elevado nimero de clones com
qualidade genética e fitossanitaria, num curto espaco de tempo.

Aggarwal e Barna (2004) verificaram em seus estudos uma producdo média de 3,3
novos brotos de Aloe Vera a cada 30 dias. Em trabalhos in vitro com Aloe vera, as
Citocininas séo frequentemente estudadas e BA a mais utilizada. Aggarwal e Barna (2004),
suplementando o meio de cultura MS com 1,0 mg L™ de BA, conseguiram média de 3,3
novos brotos de Aloe vera a cada 30 dias de cultivo in vitro, assim como Abrie e Standen
(2001) relataram que a utilizacdo de 1,0 mg L™ de BA promoveu a maior producdo de novos
brotos de Aloe polyphylla cultivados in vitro.

Ja Liao et al. (2004), trabalhando com Aloe vera var. chinensis, protocolaram o meio
de cultura MS suplementado com 2,0 mg L™ de BA, 0,3 mg L™ de NAA, 30 g L™ de sacarose
e 0,6 g L™ de PVP como sendo o melhor tratamento.

Os diferentes protocolos iniciam de assepsia vao proporcionar uma maneira mais
rapida, barata e fitosanitariamente segura para a propagacdo massal de mudas in vitro.

Portanto, visto a escassez de estudos relacionados a protocolos iniciais de micropropagacao,
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este trabalho tem como objetivo encontrar o melhor protocolo de assepsia para proporcionar

ao explante, menor contaminacao patogénica e oxidacdo, proporcionando uma cultura sadia

para as proximas etapas da micropropagacao.

Material e Métodos

Este experimento foi conduzido no laboratério de Biotecnologia da Escola de Ciéncias
Agrarias e Medicina Veterinaria da Pontifica Universidade Catolica do Parana (PUCPR)
Campus Toledo. O material vegetal (Aloe vera L.) utilizado foi colhido na estufa da
instituicao.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, composto por 3 tratamentos de
assepsia e 8 repeticBes para cada tratamento, totalizando 24 tubos de ensaio. Quanto as
avaliacdes, foram determinados por avaliagdo contaminacdo por fungos, bactérias, oxidagdo e
tecidos sadios. Sendo avaliados 7 dias ap0s a inoculacgéo.

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia. Quando
significativos, os dados foram comparados entre si pelo teste de média Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade, utilizando o software SISVAR.

O processo de multiplicacdo foi iniciado com a obtencdo das brotacdes laterais, com
cerca de 2,5 a 4 cm de tamanho. As brotacdes foram submetidas a 3 tratamentos, sendo eles:
T1 - Agua + 6 gotas Tween 20 (15 min), hipoclorito de sodio a 2% (15 min), alcool 70% (5
min) e posteriormente a triplice lavagem com agua; T2 — 100 mL hipoclorito de sodio 2% +
100 mL de agua + 6 gotas de Tween 20 (12 min), alcool 70% (3 min) e triplice lavagem; T3 —
hipoclorito de sddio 0,5% (20 min), alcool 70 % (1 min) e triplice lavagem com &gua. O
hipoclorito de sddio utilizado para todos os tratamentos foram preparados a partir de
alvejantes comerciais a 2% de cloro ativo, e a agua utilizada foi esterilizada deionizada. Para
todos os tratamentos, 0s processos de assepsia iniciais foram realizados fora da camara de
fluxo laminar, sendo passadas para dentro da cdmara de fluxo quando estes explantes foram
imersos em alcool.

Posteriormente realizado parte da assepsia fora da camara de fluxo, estes ex-plantes
foram passados para dentro da camara de fluxo laminar para terminar o preceso de assepsia
com alcool e realizacdo da triplice lavagem. Para evitar a desidratacdo provocada pela cAmara
de fluxo, os explantes foram cortados com 0,5 a 1cm de tamanho dentro de uma placa de
petri, onde colocou-se uma lamina de agua para evitar tal desidratacdo do explante que foram

cortados. O meio de cultura na qual os explantes foram inoculados refere-se a formulagéo
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proposta por (MURASHIGE ; SKOOGE, 1962), acrescido 30 g.L™ de sacarose e pH aferido a
5,8. Apds a inoculacgdo dos tubos, os mesmos foram colocados na sala de crescimento por um
periodo de 7 dias no escuro.
Resultados e Discusséo

Os tratamentos (protocolos de assepsia) foram influenciados significativamente
(p<0,05) quando comparados entre si para as variaveis analisadas, onde os tratamentos (T1,
T2, T3) exerceram efeitos diferentes quanto ao controle da contaminacdo fungica,
contaminacéo bacteriana, oxidacao dos tecidos e tecidos sadios, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - indices percentuais de assepsia das brotagdes laterais de Aloe vera L., submetidos
a diferentes protocolos de assepsia.

Tratamentos Contaminacdo  Contaminagéo Oxidacéo Tecidos
flngica bacteriana dos tecidos sadios

1 62,50 a 0,00 b 0,00 b 37,50 b

2 25,00 ¢ 25,00 a 0,00 b 50,00 a

3 50,00 b 0,00 b 12,50 a 37,50 b

Medias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para a contaminacdo fungica, apesar de todos os tratamentos apresentarem diferencas
significativas, o T3 foi aquele que proporcionou o melhor controle fangico, apresentando 25%
de contaminacgdo fungica nos tubos. Posteriormente, o T2 apresentou 50% dos tubos com
contaminacdo fangica, e o T3, apresentou os piores resultados, onde 62,50% dos tubos foram
contaminados.

Esta diminuicdo na contaminacdo fungica pode ter sido influenciada pelo maior tempo
de exposicdo do explantes ao hipoclorito de sodio, onde o T2 e T1, foi exposto por menos
tempo a mesma solugéo, no entanto com concentracdo diferente.

Vianna et al. (1997), observou que a propor¢do de contaminagdo fungica foi 23,81%
superior que a bacteriana em todos os seus tratamentos, onde houve determinada semelhanca
com o presente trabalho com a maior contaminagdo por fungos do que bactérias, exceto pela
proporcao citada por Vianna et al. (1997).

Motta et al. (2007), utilizando um protocolo com uma solucdo de hipoclorito de sédio
a 30% por 20 minutos, sendo submetidos a sucessivas lavagens com agua destilada e
posteriormente imersos em alcool 70% por 60 segundos, observou que incrementos positivos
no numeros de gemas emitidas pela babosa. Corroborando com os resultados obtidos neste

ensaio.
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Trabalhando com Zingiber officinallle, Debiasi et al. (2004) relatou que no processo
de estabelecimento inicial in vitro, houve maior presenca de fungos do que de bactérias, sendo
0 mesmo comportamento observado neste ensaio.

Para controle bacteriano, tanto o T1 como T2, apresentaram 0s mesmos resultados,
onde ndo foi observado presenca de bactéria, sugerindo que os tratamentos sdo eficientes no
controle bacteriano. O T2 foi considerado o pior tratamento, sendo 25% dos tubos observados
com contaminacgdo por bactéria.

Vianna et al. (1997), realizando protocolos de assepsia para explantes de mamoeiro
com hipoclorito de sodio a 1% por 10 minutos, ndo observou efeitos no controle de qualquer
contaminacdo, principalmente por bactérias, diferindo-se dos resultados obtidos neste ensaio.

Diniz et al. (2008), utilizando somente hipoclorito de calcio, observou grande
contaminacéo por bactérias na ordem de 69% sobre 83% dos explantes contaminado, podendo
sugerir que a utilizacdo de alcool pode ser um complemento na assepsia do material vegetal e
colaborar para diminuicdo de contaminagdo patogénicas.

Erig et al. (2003), quando utilizaram explantes de Mirtilo (Vaccinium ashei Reade),
observaram que a contaminacdo por bactérias é praticamente nula, possuindo maior
contaminacdo por fungos. Corroborando com os resultados observados neste ensaio.

Os tratamentos que expressaram um efetivo controle na oxidacao dos explantes, foram
0 T1 e T2, ambos com 0% de oxidacdo nos tubos de ensaio. Sendo que o T3, apresentou
baixo percentual de oxidagdo com 12,50% dos tubos de ensaio. As oxidac¢des observadas no
T3, pode ter sido promovido pela exposicdo demasiada a solucdo de assepsia.

A luz afeta diretamente a oxidacdo do tecido, principalmente depois que o explante
sofreu cortes e estresses no processo de propagagdo. Logo, os baixos percentuais obtidos na
oxidacgéo dos tecidos para T1 e T2 pressupde que, como 0s explantes foram colocados 7 dias
no escuro, esta oxidagdo foi minimizada. Segundo Diniz et al. (2008), observando altas taxas
de oxidacdo em seu trabalho, sugere que o tempo de exposic¢do ao alcool proporciona maior
oxidacéo do tecido, sugerindo menor tempo de exposicao para a Lirio-da-paz.

Observou-se diferencas significativas no percentual de explantes sadios, sendo o T2,
representado por 50% dos tubos de ensaio sadios. Para T1 e T3, observou-se uma igualdade
no percentual de tubos com tecidos sadios, sendo 37,50% dos tecido observados. A sanidade
dos tecidos pode estar intimamente ligada ao tempo de assepsia que o protocolo utilizado para

a cultura possui.
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Segundo Vianna et al. (1997), a exposicdo dos explantes por um maior periodo de
tempo em hipoclorito de sddio, proporciona maior taxa de explantes sadios, corroborando
com os resultados obtidos neste ensaio.

Leifert et al. (1981), as condicbes da planta matriz determinam a eficiéncia no
processo de assepsia e posterior estabelecimento in vitro. Em determinados casos, o protocolo
de assepsia varia conforme a presenca de agentes patogénicos. Assim Aggarwal e Barna
(2004), s6 conseguiram micropropagar as brotacoes laterais de Aloe vera, quando submeteram
os explantes a 30 minutos em agua corrente, imersdo em solucéo de Bavistin 1% por 1 hora e
em solucdo de Savlon por 2 minutos, seguindo de enxague em agua esterilizada, imersdo em
alcool 70% por 30 segundos e em solucao de cloreto de mercurio 0,1% por 5 minutos, antes
da inoculacdo, diferindo-se totalmente do protocolo de assepsia adotado neste ensaio.

Concluséo
Foi possivel desenvolver um protocolo inicial de assepsia para a Aloe vera L., sendo o T3, 0
protocolo que proporcionou uma menor contaminacdo fungica e bacteriana e concernem

vantagens significativas quanto a quantidades de mudas que possa se obter.
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