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RESUMO: Ademanda por mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria de espécies medicinais
é crescente. Ababosa (Aloe veraL.) é propagada convencionalmente através do desbrote lateral,
0 que torna a pratica morosa, cara e de baixo rendimento. Assim, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao de A. vera. Para tanto, apices meristematicos
de A. veraforam submetidos a testes de assepsia, variando tempo de imerséo nas solucdes de
hipoclorito de sddio (40% do produto comercial) e de &lcool (70%) e em seguida submetidos a
multiplicacdo in vitro sob efeito de combinacdes e concentracdes dos reguladores vegetais BA
(6-Benzilaminapurina), KIN (Cinetina), IAA (acido-Indolil-3- acético) e NAA (acido-Naftaleno-acético)
suplementados no meio de cultura MS durante 180 dias (6 subcultivos). Para o estabelecimento
inicial, o melhor tratamento fitossanitario foi aimersao dos apices meristematicos por 20 minutos
em solucdo de hipoclorito de s6dio 40% + 01 minuto em solucdo de alcool 70%, repetindo-se a
sequéncia na bancada e em seguida na cAmara de fluxo laminar. Em relacéo a multiplicacéo in
vitro, os melhores resultados foram a utilizacdo do meio de cultura MS isento de reguladores
vegetais no primeiro subcultivo (30 dias), suplementacéo com 2,85 mmol L de IAA 4,44mmolL*
de BA no segundo subcultivo (60 dias), 2,85 mmol L* de IAA+ 8,88 mmol L* de BA no terceiro
subcultivo (90 dias), 2,85 mmol Lt de IAA+22,2 mmol L* de BA no quarto subcultivo (120 dias),
4,44 mmol L* de BA no quinto subcultivo (150 dias) e novamente retirando os reguladores vegetais
no sexto subcultivo (180 dias), atingindo-se uma média de 201 novas mudas de A. vera num
periodo de 6 meses.

Palavras-chave: Reguladores vegetais, clonagem in vitro, plantas medicinais, Aloe, propagacao

ABSTRACT: Micropropagation of  Aloe vera L. The demand for high genetic and fit sanitary
quality plantlets of medicinal plants is increasing. The babosa (Aloe vera L.) is propagated
conventionally through lateral buds, which is a slowly, very expensive and low income practice.
Thus, the objective of this work was the development of A. vera micropropagation protocol.
Meristems of A. verawere submitted to asepsis tests, varying the time of immersion in 3% NaOCI
solution, 70% alcohol solution and after were submitted in vitro multiplication with effect of
combinations and concentrations of vegetal regulators BA (6-Benzylaminopurine), KIN (Kinetin),
IAA (Indole-3-acetic acid) and NAA (a Naphthyl acetic acid) supplemented in the MS media
culture during 180 days (6 subcultures). For the initial establishment, the best disinfestations
treatment was the meristem immersion for 20 minutes in 3% NaOCI solution + 1 minute in 70%
alcohol solution, repeating that sequence in the board and after in the laminar flow. In relation to in
vitro multiplication, the best results were the use of MS media culture with out vegetal regulators
in the first subculture (30 days), supplemented with 2.85 mmol L* of IAA + 4.44 mmol L* of BAin
the second subculture (60 days), 2.85 mmol L* of IAA+ 8.88 mmol Lt of BA in the third subculture
(90 days), 2.85 mmol L* of IAA+22.2 mmol L of BA in the fourth subculture (120 days), 4.44
mmol/L of BA in the fifth subculture (150 days) and again removing the vegetal regulators in the
sixth subculture (180 days), reaching an average of 201 new plantlets of A. verain a period of 6
months.
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INTRODUCAO perspectivas de expansao para outras regides.

Aloe vera L. (babosa), nome dado por Carl O inicio do processo de cultivo da A. vera
Von Linne em 1720, sendo posteriormente referida passa pela obtencdo de mudas, que
como Aloe barbadensis Miller, € uma planta convencionalmente é realizado por divisdo de brotos
pertencente a familia Liliaceae que tem origem na laterais, com média de 4 brotos/ano/planta, o que
regido noroeste africana e ocorréncia em regides torna a prética de baixo rendimento, morosa e cara,
subtropicais e tropicais. Trata-se de uma planta além de nado garantir qualidade as mudas.
medicinal com registros de sua utilizacao, pelos povos Neste sentido, iniciar o estabelecimento de
do Mediterraneo, remontas ao ano de 400 a.C. (Araujo um protocolo de propagacdo massal de A. vera,
etal., 2002). utilizando técnicas biotecnolégicas de micropropagacéo

A importancia medicinal desta espécie, de de plantas, podera auxiliar na resolucao desta
acordo com Langmead et al. (2004), esta no fato de problematica, uma vez que possibilitara a producao
terem sido descritos 70 diferentes compostos de um elevado numero de clones com qualidade
biologicamente ativos, atribuindo a ela propriedades genética e fitossanitaria, num curto espaco de tempo.

antioxidantes, antiinflamatérias, anticarcinogénicas,
antidiabéticas, imunoestimulantes, dentre outras.

Dado ao fato de possuir inUmeras MATERIAL E METODO

aplicacBes, nos mais variados segmentos das Assepsia e estabelecimento inicial

industrias farmacéuticas, de cosméticos, alimentos Apices meristeméticos com 0,5 a 1,0 cm de
e de ornamentacédo, a demanda por matéria-prima tamanho foram isolados de brotacdes laterais de A.
desta espécie, com alta qualidade, é crescente e o vera, cultivadas em campo, e imersos em solucdes
aumento da oferta requer expansao significativa nas de hipoclorito de sédio (40% do produto comercial) e
areas de cultivo. No Brasil, esta espécie vem sendo de alcool (70%) em diferentes tempos de imersao,
cultivada principalmente em propriedades de pequeno formando os tratamentos conforme apresentado na
e médio porte do sudeste e sul do pais, com Tabelal.

TABELA 1. Tempos de imerséo dos apices meristematicos de A. vera em solucdes de hipoclorito de sédio (40%
do produto comercial) e de alcool (70%) durante o processo de assepsia inicial para o estabelecimento in vitro.

Na Bancada Na Camara de fluxe laminar
Tratamentos HIPOClOfite 4, Jenxagues  Hipoclorito 3 enxagues
desodio  'yoo H0 desedio  1coo! H20
40% Esterilizada A0 esterilizada

T = - ¥ s = X

T2 5 minuios - ¥, S minutas - ¥

T 10 minutos 1 minuta x 10 minuics 1 minuto *

T4 A0 it os 1 minta * 20 mniufos 1 muirita X
Apos a assepsia, em camara de fluxo vitro conforme descritos no item 2.1, foram cultivados
laminar, os apices meristematicos foram inoculados em meios de cultura MS (Murashige & Skooge, 1962),
em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS suplementado com 30 g L de sacarose, 7 g L de
(Murashige & Skooge, 1962), suplementado com 30 agar-agar, além dos reguladores vegetais BA (6-
g L™ de sacarose, 7 g L* de agar-agar e pH ajustado Benzilaminapurina), KIN (Cinetina), IAA (&cido-Indolil-
para 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a 3- acético) e NAA (acido-Naftaleno-acético) em
temperatura de 120°C, 1,5 atm de presséo de vapor diferentes concentracdes e combinacdes, formando

durante 20 minutos. Em seguida as culturas foram os tratamentos apresentados na Tabela 2.
mantidas em sala de crescimento com temperatura ApOs a inoculacdo, as culturas foram
de 25 £ 2 ° C, fotoperiodo diario de 16 horas de luz mantidas em sala de crescimento com temperatura
(50 umol m? st) e 8 horas de escuro, durante 60 dias. de 25 + 2°C, 16 horas de luz (50 pmol m? s) e 8
o horas de escuro/dia, sendo subcultivadas 6 vezes nos
Multlpllca}ge}o massall o mesmos meios de cultura (Tabela 2), em intervalos
Apices meristematicos com 0,5 cm de de 30 dias cada, totalizando 180 dias de cultivo in

tamanho, oriundos de microplantas estabelecidas in vitro.
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TABELA 2. Suplementacéo do meio de cultura MS com os reguladores vegetais BA (6-Benzilaminapurina), KIN
(Cinetina), IAA (acido-Indolil-3- acético) e NAA (acido-Naftaleno-acético) para multiplicacdo massal de apices

meristematicos de A. vera in vitro.

Tratamentos BA AL LAA MAA
(pmol L") (pmelL")  (pmol L")  (pmelL™)

™ - - - -
T2 4.44 i
T3 8.88 .
T4 232 - 4
TS 4 44 - 2 85
T 8,88 - 2 85
T7 229 il 2 A5 !
T8 444 . { 7 B8
T9 8,88 - 2 58
Ti0 222 . 2 Ba
T11 i 4 B5 i
T12 - 93
T13 g 23,25 !
T14 . 4 65 2 85
T15 . 9,3 2 85
T16 . 23,25 2,85 .
TI7 - 4,65 : 2 68
T18 . 9,3 9 68
T19 it 28 25 2 B8

Desenho experimental e avaliacdes

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, contendo 19 tratamentos e 14
repeticdes, sendo cada repeticéo representada por
um explante do tipo apice meristematico. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste de separacdo de médias (TUKEY
5%).

As caracteristicas biométricas avaliadas
foram porcentagem de explantes sem contaminacgéo
e percentagem de explantes contaminados por fungos
e/ou bactérias para a etapa 2.1. (Assepsia e
estabelecimento inicial) e 0o nimero médio de brotos
emitidos e altura média dos brotos para a etapa 2.2.
(multiplicacéo massal) em cada um dos 6 subcultivos.

RESULTADO E DISCUSSAO

Assepsia e estabelecimento inicial

O aumento do tempo de imersao dos
explantes de A. vera nas solucfes assépticas de
hipoclorito de sddio e de alcool foram fundamentais
para a eliminacdo dos agentes de contaminacgéo
(fungos e bactérias) e conseqiientemente, obtencéo
de sucesso no estabelecimento inicial in vitro desta
espécie (Figura 1).

Apés 60 dias de cultivo in vitro, o melhor
tratamento fitossanitario foi a imersao dos apices
meristematicos por 20 minutos em solucdo de
hipoclorito de sédio 40% e 01 minuto em solucéo de
alcool 70%, repetindo-se a sequiiéncia na bancada e

em seguida na camara de fluxo laminar (tratamento
T4), impedindo a contaminacdo em 93,33% dos
explantes inoculados. A ndo imerséo dos explantes
nas solucdes assépticas (tratamento T1) resultou em
100% de morte por contaminacao fungica e
bacteriana.

Segundo Leifert et al. (1991), as condi¢des
fitossanitarias da planta matriz determinam a eficiéncia
do processo de desinfeccao dos explantes antes do
seu estabelecimento in vitro. Assim podemos supor
que as plantas matrizes doadoras de explantes para
este trabalho, mesmo sendo cultivadas em condi¢cbes
de campo, apresentaram estado fitossanitario
compativel com o sucesso no estabelecimento inicial
in vitro de material vegetal isento de contaminacéo.

Segundo Debiasi et al. (2004), é usual a
utilizacéo do hipoclorito de sédio, nas mais variadas
concentracfes, como forma de assepsia e em
processos de biotecnologia vegetal, as solucbes de
hipoclorito de s6dio sdo amplamente empregadas nos
processos assépticos das fontes de explante para o
estabelecimento inicial in vitro de uma séria de
espécies.

Neste trabalho, em média, a propor¢céo de
contaminacao fangica nos explantes foi 23,81%
superior a bacteriana, nos tratamentos em que os dois
tipos foram observados (T1,T2e T3).

Trabalhando com Zingiber officinalle, Debiasi
et al. (2004) relataram que a presenca de
contaminantes do tipo fungos foi sempre superior a de
bactérias, no processo de estabelecimento inicial in
vitro, de gemas rizomatosas desta espécie.
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FIGURA 1. Porcentagem de explantes de A. verasem
contaminacéao e contaminados por fungos e bactérias
apos tratamentos assépticos: T1 (sem assepsia), T2
(5’ hipoclorito de s6dio 40%), T3 (10’ hipoclorito de
sédio 40%+1" alcool 70%) e T4 (20’ hipoclorito de
sédio+ 1’ alcool 70%). (N=14)

Abrie & Van Standen (2001) adotaram uma
metodologia diferente de estabelecimento in vitrode
uma espécie de Aloe. Estes autores descontaminaram
sementes de A. polyphylla por intermédio da
escarificacdo, imersédo por 2 minutos em etanol,
enxagule de 10 minutos em NaOCl e lavagem em agua
esterilizada, conseguindo 100% de sucesso na
limpeza fangica e bacteriana, porém foram
observados sérios problemas de oxidacédo e
vitrificacdo das plantulas. Além disso, este método
ndo garante a identidade genética de qualidade,
guando se pensa em fixagdo de caracteristicas
especificas por intermédio dos clones, obtidos apenas
por propagacao vegetativa, incluindo a micropropagacao,
por utilizar sementes e assim ocorrer recombinacdo
génica.

Em alguns casos, o processo de assepsia
adotado exige especificidades, variando conforme o
tipo de contaminantes presentes. Assim Aggarwal &
Barna (2004), s6 conseguiram estabelecer brotos
laterais de A. vera in vitro, apds submeté-los a uma
limpeza em agua corrente por 30 minutos, imersao
em solucéo de Bavistin 1% por 1 hora e em solucdo
de Savlon por 2 minutos, seguido de um enxagiie em
agua esterilizada, imersao em solugao de alcool 70%
por 30 segundos e em solucéo de cloreto de mercurio
0,1% por 5 minutos, antes da inoculagéo.

Multiplicagdo massal
A utilizacdo ou ndo de reguladores vegetais
suplementados ao meio de cultura MS, influenciou
diretamente os padrées morfogenéticos in vitro de A.
vera, no que diz respeito ao tamanho e potencial
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proliferativo dos explantes. Na Tabela 3 estéo
apresentados os resultados referentes ao nimero
médio de brotos obtidos por explante nos 6 subcultivos
(180 dias de cultivo in vitro).

A variacdo nas respostas dos explantes de
A. veraaacdo dos reguladores vegetais demonstra a
sensibilidade celular. Assim, o comportamento dos
explantes foi diferente ao longo dos 6 subcultivos,
onde os reguladores vegetais estimularam e/ou
inibiram os processos de diferenciacdo e crescimento
(Figura 2). Estes resultados reforcam a teoria de que
as células vegetais possuem a capacidade de
responder a estimulos quimicos e fisicos, aos quais
forem submetidos, com variacdes entre espécies,
clones de uma mesma espécie e também ao longo
do tempo e/ou do numero de subcultivos in vitro
(George, 1996).

Assim, no primeiro subcultivo (30 dias), a
ndo suplementacdo do meio de cultura com
reguladores vegetais (Tratamento T1) levou a formacéo
do maior nimero médio de novos brotos emitidos por
explante inicial (2,46 brotos). Pode-se supor, neste
caso, que os explantes possuiam niveis hormonais
enddgenos suficientes para se diferenciarem e
desenvolverem brotos e que esta capacidade foi mais
eficiente que a adquirida quando da suplementacédo
do meio de cultura com regulador vegetal. Assim,
estas substancias poderiam levar a niveis que
inibissem o desenvolvimento dos brotos (Tratamento
T1).

Aformacéo de gemas laterais € um processo
de organogénese direta comandado pela domin&ncia
apical na presenca de um balan¢co Auxinas/
Citocininas favoravel aos teores de Citocininas (Taiz
& Zeiger, 2004). Segundo Debiasi (2000), aspectos
relacionados ao controle do desenvolvimento de
gemas vem sendo amplamente estudados e relatados
nos ultimos anos, enfatizando o efeito dos reguladores
vegetais, da luz, da vascularizacdo e dos nutrientes
minerais. A interagcdo destes fatores poderia ser a
causa das diferencas apresentadas nos explantes
em relacdo a capacidade de multiplicagcao e
desenvolvimento dos apices meristematicos de A.
vera mostrados neste trabalho.

Jano 22 (60 dias), 32 (90 dias), 4¢ (120 dias)
e 5° (150 dias) subcultivos, a presenca de reguladores
vegetais foi importante para a manutencdo ou aumento
nas taxas de proliferacéo in vitrode A. vera na maioria
dos tratamentos e nestes casos, atuaram mais como
promotores do desenvolvimento e crescimento de
brotaces laterais.

No 2¢ subcultivo (60 dias) o tratamento T5
(2,85 mmol L' de IAA + 4,44 mmol L de BA) permitiu
a formagdo do maior nimero médio de brotos por
explante inoculado (2,57). No 3¢ subcultivo (90 dias)
foi o tratamento T6 (2,85 mmol L* de IAA + 8,88 mmol
L* de BA) que permitiu a formacéao da maior média
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TABELA 3. Numero médio de novos brotos micropropagados de A. vera, produzidos por explante ao longo dos 6
subcultivos, conforme suplementacéo diferencial do meio de cultura MS.

1 subcultive 2 subcultive 30 subcultive  4° subc ultive 5 subcultive B subcultive

Tratl 30 dias &0 dias 80 dias 120 diars 150 dias 1860 dias

N® die Drotos N die brotos N* e Dirotos N di brotos " gt broibies N* de brotos

T 246 a 108 100¢ 1,004 1,08 cd 162a

T2 1.72 aboda 1, d5abe 184 abo 1,14 d 250 a 1.09 ab
T3 1,17 def 1,61 abe 2 28 ab 2 Bd abe 1,50 ake 1,27 ab
T4 1,24 def Z.24 abx 1,71 abs £28 abcd 1,00 ¢d 1,11 ab
TE 1,63 abcdef 28T a 164 abo 200 abod 2 14 abe 100 b
T4 1,21 def 2,23 abe 245 a 1,78 bed 229ab 1,00 b
T7 DA&T 248 ab 1.21 ba 335 a 1.38 abc 1,27 ab
T4 1,55 bedef 205 abc 206 abe 1,28 cd 2,02 abe 136 ab
Ta 1,46 boef 216 abx 1,64 abo 1,71 b 1,23 be 1,12 ab
Ti0 1,43 bedef 1,892 abe 1142 205 g 1,92 abe 1,00 b
™™ 1,83 abcd 1,00 ¢ 1,16¢c 1,00 4 1,50 albe 1,37 ab
™2 2,21 abo 1.14¢c 155 abs 1,78 bcd 1,33 aloc 1,00 b
T3 1,58 bedef 100¢c 1,00 1,82 bod 1,16 bed 1,00 b
T4 2,26 akr 1,85 abc 1,20 b 1,144 1,11 bzd 1,00 b
T8 237 ab 1M b 1180 1,0 d 1,73 b 1,32 ab
T16 1.41 caef 1,90 abt 1,41 abg 1,82 b 1,18 bzd 1,23 ab
m™r 1,28 def 1.0 112¢ 1,65 bod 1,23 bC 1.00 b
Ti8 0,95 of 100¢c 1,00 1,07 d 1,00 cd 1,00 b
TS 1,18 def 1,28 b 140 abs 1,00 4 0.00d 000 ¢

TRATAMENTOS:T1(isento de reguladores vegetais); T2(4,44 mmol L* de BA); T3(8,88 mmol L de BA); T4(MS+22,2
mmol L* de BA), T5(2,85 mmol L de IAA 4,44 mmol L de BA); T6(2,85 mol L de IAA+ 8,88 mmol L de BA);
T7(2,85 mmol L de IAA+22,2 mmol L* de BA); T8(2,68 mmol L* de NAA+4,44 mmol L* de BA); T9(2,68 mol L
de NAA+8,88 mmol L* de BA); T10(2,68 mmol L* de NAA+22,2 mmol L*); T11(4,65 mmol L de KIN); T12(9,3
mmol L de KIN); T13(23,25 mol L* de KIN);T14(2,85 mmol L' de NAA+ 4,65 mmol L de KIN); T15(2,85 mmol L-
tde NAA+ 9,3 mmol L* de KIN); T16(2,85 mmol L* de IAA+ 9,3 mmol L de KIN); T17(2,68 mmol L* de NAA + 4,65
mmol L de KIN); T18(2,68 mmol L-* de NAA + 9,3 mmol L* de KIN); T19(2,68 mmol L* de NAA + 23,25 mmol L-
1 de KIN). Letras diferentes na vertical indicam significaAncia estatistica pelo teste TUKEY 5%. (N=14).

(2,35 brotos). Ja no 4¢ subcultivo (120 dias), 3,35 novos
brotos foram obtidos com a suplementacéo do meio
de cultura MS com 2,85 mmol L2 de IAA +22,2mmol
L de BA (Tratamento T7), enquanto que 4,44 mol L*
de BA (Tratamento T2) foi suficiente para produzir 2,5
novos brotos de média aos 150 dias de cultivo (5¢
subcultivo).

Nota-se que para atingir as maiores médias
de novos brotos emitidos entre o 2¢ e 4° subcultivos
(60 e 90 dias, respectivamente), foi necessario um
aumento na concentracdo da citocinina (BA) no meio
de cultura, sempre associada com IAA. Observou-se
ainda que BA foi o regulador vegetal, da classe das
Citocininas, que em geral apresentou os melhores
resultados neste trabalho, por superar aqueles obtidos
com a utilizacéo da KIN como fonte de Citocinina no
meio de cultura.

A adicéo de Citocininas ao meio de cultura
parece ser favoravel e indispensavel para a quebra da
dominéncia apical e inducéo de proliferacéo de gemas
axilares em uma série de espécies cultivadas in vitro.

De acordo com Bonga & Durzan (1985), BA é a
Citocinina mais potente para promover a proliferacédo
de partes aéreas e a razao maior da eficiéncia pode
estar na capacidade dos tecidos vegetais de
metabolizarem os horménios naturais mais
rapidamente do que reguladores sintéticos, porém
algumas espécies podem responder melhor a outras
Citocininas.

Em trabalhos in vitro com Aloe, as
Citocininas séo frequentemente estudadas e BA a
mais utilizada. Aggarwal & Barna (2004),
suplementando o meio de cultura MS com 1,0 mg L*
de BA, conseguiram média de 3,3 novos brotos de A.
vera a cada 30 dias de cultivo in vitro, assim como
Abrie & Standen (2001) relataram que a utilizacdo de
1,0 mg L* de BA promoveu a maior producdo de novos
brotos de A.polyphylla cultivados in vitro. Ja Liao et
al. (2004), trabalhando com A. vera var. chinensis,
protocolaram o meio de cultura MS suplementado
com2,0mgL*deBA, 0,3mgL*de NAA,30gLde
sacarose e 0,6 g L* de PVP como sendo o mais
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eficiente na inducéo proliferativa de brotos in vitro.
Trabalhando com 16 diferentes genétipos in vitro de
A. vera, Araujo et al. (2002) avaliaram o potencial
proliferativo em meio de cultura MS suplementado
com 6,67 mmol L de BA e 4,03 mmol L* de NAA e
obtiveram média geral de 2 novos brotos, destacando
superioridade de 2 genétipos oriundos do Paraguai,
0s quais apresentaram médias de 6 e 8 novos brotos
formados por explante, apés 45 dias de cultivo.
Chukwujekwu et al. (2002), estudando o efeito de
diferentes Citocininas na micropropagac¢éo de A.
polyphylla, concluiram as melhores concentragcfes
como sendo 0,5 mg L* de Zeatina, 1,5 mg L* de KIN
ou 1,5mgL*deBA.

Jano 5° subcultivo (150 dias), o tratamento
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T2 (4,44 mmol L* de BA) favoreceu a maior produgdo
de novos brotos emitidos, cuja média foi de 2,5, enquanto
gue no 6° subcultivo (180 dias), 0 maior nimero de novos
brotos foi emitido nos explantes cultivados no meio de
culturaisento de reguladores vegetais (Tratamento T1),
média de 1,62.

A mudanca na necessidade de suplementacdo
do meio de cultura com reguladores vegetais nos Ultimos
subcultivos, com vistas em manter elevada a
proliferacdo, mostra mais acentuadamente a
probabilidade de haver variacédo na sensibilidade que
as células possuem em responderem aos estimulos
que Ihe sdo dados in vitro, uma vez que as respostas
podem ser favoraveis ou contrarias, conforme resultados
obtidos ao longo deste trabalho.

FIGURA 2. Padr6es comportamentais de desenvolvimento morfogenético in vitrode A. vera. (Foto: Debiasi, 2004).

A sacarose também parece afetar
diretamente o comportamento de Aloe quando
cultivada in vitro. Liao et al. (2004), testaram diferentes
concentracdes de sacarose (20, 30 e 40 g L) no
meio de cultura MS e avaliaram o efeito sobre o
comportamento de A. veravar. chinensis. Os autores
observaram que 30 g L* de sacarose foi a mais
adequada na multiplicacéo de brota¢des adventicias
e relataram ainda que a variagcdo na concentracéo de
sacarose no meio de cultura, teve maior efeito na
formac&o de brotacfes adventicias quando comparado
com explantes que foram submetidos a variacéo nas
concentracdes dos reguladores vegetais BA e NAA.
Por outro lado, Abriel & Van Staden (2001) relataram
gue o cultivo in vitro de A. polyphylla em meio de
cultura com baixas concentracbes de sacarose
proporciona reducdo na oxidacdo dos explantes e
Chukwujekwu et al. (2002) indicam 30 g L* como
sendo a melhor concentracdo de sacarose para a
micropropagacao da mesma espécie.

Um fato associado & utilizacdo de BA no
cultivo in vitro de Aloe é o aparecimento de necroses
nos explantes iniciais. Segundo Abriel & Van Staden
(2001), a necrose € um dos principais fatores que
limitam o estabelecimento de cultura de tecidos de
espécies de Aloe. Todavia, necroses de explantes
no estabelecimento das culturas in vitro ndo foram
observadas no presente trabalho, uma vez que os
apices meristematicos estabelecidos, conforme
descrito no item 2.1, desenvolveram-se normalmente.

Ja Natali et al. (1990) reportaram que 0 uso
de BA causou necrose dos explantes de A.
barbadensis, comprometendo significativamente o
estabelecimento inicial dos explantes in vitro. Meyer
& Van Staden (1991) e Natali et al. (1990) atribuiram
ao BA, KIN e IAA, associados ou ndo ao 2,4-D o
aumento na oxidacao in vitro de explantes de A.
barbadensis.

Para evitar necroses nos materiais vegetais
in vitro, varios sdo os relatos de utilizacao de
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antioxidantes no meio de cultura, como por exemplo
o PVP (polivinilpirrolidona-60) na micropropagacao de
A. veravar. chinensis (Liao et al., 2004) e A. polyphylla
(Abrie & VanStaden, 2001), e do acido ascérbico
também na micropropagacéao da A. polyphylla (Abrie
& Staden, 2001) e A. vera (Roy & Sarkar, 1991).

A vitrificacdo in vitro das microplantas
também tem sido um dos problemas apresentados
em algumas espécies de Aloe. Porém no presente
trabalho, A. veranao apresentou indicios de vitrificacao
dos tecidos aos longo dos 6 subcultivos em nenhum
dos tratamentos estudados.

Abrie & Van Staden (2001) em seus trabalhos
in vitro com A. polyphylla verificaram que com o
incremento na concentragao de BA, aumentava-se
nao s6 o numero de brotos e niveis de oxidac&o dos
tecidos, mais também a vitrificacdo das microplantas.
Chukwujekwu et al. (2002) relatam que a
suplementacédo do meio de cultura MS com BA (1,0-
3,0 mg L), na multiplicacéo in vitrode A. polyphyila,
causou vitrificagcdo na maioria das microplantas.

Em relacdo a altura média dos brotos, com
resultados apresentados na Tabela 4, observamos
variagdo no comportamento in vitrode A. veraao longo
dos subcultivos. Em 3, dos 6 subcultivos, verificou-
se que a ndo suplementacao do meio de cultura MS
com reguladores vegetais (Tratamento T1),
proporcionou o melhor desenvolvimento em altura dos

novos brotos emitidos, ou seja, no primeiro subcultivo
(30 dias) obteve-se a média de 2,11 cm, no terceiro
subcultivo (90 dias) 1,81 cm e no quarto subcultivo
(120 dias) 2,46 cm de altura.

Debiasi (2000) em observac@es realizadas
na micropropagacao da bananeira, relatou que a altura
média das brotacbes é inversamente proporcional a
taxa proliferativa, ou seja, quanto maior a altura média,
menor o niumero médio de brotos formados. Este fato
nao foi observado neste trabalho, uma vez que esta
relacdo entre maior altura e menor nimero de brotos
emitidos ndo ocorreu durante a micropropagacao de
A. vera, nas condicdes do experimento.

Nos demais subcultivos, segundo (60 dias),
quinto (150 dias) e sexto (180 dias), os tratamentos
que propiciaram maior desenvolvimento em altura
foram T17 (2,68 mmol L* de NAA + 4,65 mmol L* de
KIN) com 2,24 cm, T9 (2,68 mmol L* de NAA+8,88
mmol L* de BA) com 1,75cm e T14 (2,85 mmol L*
de NAA+ 4,65 mmol L* de KIN) com 3,06 cm de
altura, respectivamente.

O tamanho das microplantas é um dos fatores
importantes a ser considerado no processo de
aclimatacéo de mudas clonadas in vitro, umavez que
a adaptacao destas as condi¢Bes naturais de cultivo
torna-se um evento estressante, o que pode causar
uma perda expressiva no total produzido caso as
plantas ndo estiverem bem desenvolvidas.

TABELA 4. Altura média dos brotos micropropagados de A. vera, ao longo dos 6 subcultivos, conforme suplementagdo

diferencial d meio de cultura MS.

¥ subcultive & subcultive 3 subcultive | 4° subcultive B subcultive  §° subcultivo
Trat 20 dias B0 dias B0 dias 120 dias 150 dias 180 dias
) Altura Altura Alura Altura ARura Altury
jemj {=mj jcmj (em) fcmj lemy

m™ 2911 a3 2 H aba 131 a 2460 1.6 s 1,05 boded
T2 1,28 bodie 1,35 abcd 1,35 abod 1,72 abcda 1,31 akx 1,72 bcaed
T3 1,27 bode 1,28 bed 1,20 abod 1,17 chaf 1,51 aba 1,18 clef
T4 1.0y i 1,483 bd g5 ad 1,24 cht 1,44 abg 106 of
TS nag e 1,68 aba 108 bed 1,63 abodal 1,04 b 1,76 def
Té 1,53 abode 1,24 ¢4 1,46 sbad 1,31 el 1,23 aba 1,54 beded
™ 0are 180 abed 0,77 d 086 1 1,47 abs 1,78 def
LE:] 1,44 abcde 1,90 abg 0896 od 1,54 ool 1,33 akg 1,44 bed
T4 1,23 bode 1,61 abs 1,25 abad 1,40 booed 1,76 a 1,571 cdef
Tid 0,60 de 1.55 abed 1,16 abad 1,43 bodel 1,15 abs 1,00f
T 1,46 abode 218 ab 1,17 abad 1,83 abod 1,50 aba 1 85 bed
TiZ 1,63 abcd Z1Bak 18908 221 abc 1,724 212 b
Tid 1,35 bode 075d 1,78 ab 1,58 badel 1,34 abs 205 bs
T4 1,890 ab 137 abcd 1,399 abad 2.0 ab 1,63 abs 3,08 a
Tis 1,63 ab 1,58 abed 1,49 abzo 2,27 ab 1,41 sk 1,79 bode
Tig 1,23 bode 1,441 abed 161 abc 1,41 coed 1,53 abs 216 b
m™T 1,30 bade 22X a 1,68 abe 1,26 dal 1,26 aba 2106
Ti8 1,14 cde 072d 1,00 cd 0,85 ol 1,00¢ 1,20 ded
Tig 1,20 b 1,08 abs 1,03 cd 1,18 o 00dd 00dg

TRATAMENTOS: T1(isento de reguladores vegetais); T2(4,44 mmol L* de BA); T3(8,88 mmol L* de BA); T4(MS+22,2 mmol
Lt de BA), T5(2,85 mmol L de IAA 4,44 mmol L* de BA); T6(2,85 mol L* de IAA+ 8,88 mmol L de BA); T7(2,85 mmol L*
de I1AA+22,2 mmol L* de BA); T8(2,68 mmol L** de NAA+4,44 mmol L* de BA); T9(2,68 mol L* de NAA+8,88 mmol L* de
BA); T10(2,68 mmol L* de NAA+22,2 mmol L?); T11(4,65 mmol L* de KIN); T12(9,3 mmol L de KIN); T13(23,25 mol L de
KIN);T14(2,85 mmol L* de NAA+ 4,65 mmol L* de KIN); T15(2,85 mmol L** de NAA+ 9,3 mmol L de KIN); T16(2,85 mmol
Lt de IAA+ 9,3 mmol L* de KIN); T17(2,68 mmol L'* de NAA + 4,65 mmol L* de KIN); T18(2,68 mmol L-* de NAA + 9,3 mmol
Lt de KIN); T19(2,68 mmol L* de NAA + 23,25 mmol L* de KIN). Letras diferentes na vertical indicam significancia

estatistica pelo teste TUKEY 5%. (N=14).
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Analisando os resultados obtidos neste
trabalho, podemos visualizar uma aplicacao concreta
de um protocolo de propagacdo massal de mudas de
A. vera, utilizando técnicas biotecnolégicas
apresentadas. Assim, para o estabelecimento inicial
in vitro, deve-se empregar como tratamento
fitossanitario dos 4pices meristematicos, imersdo
destes por 20 minutos em solu¢éo de hipoclorito de
s6dio 40% + 01 minuto em solucéo de alcool 70%,
repetindo-se a seqiiéncia ha bancada e em seguida
na camara de fluxo laminar. Cultivar os apices
meristeméticos em meio de cultura MS isento de
reguladores vegetais no primeiro subcultivo (30 dias),
suplementando com 2,85 mmol L-* de IAA 4,44 mmol
L1 de BA no segundo subcultivo (60 dias), 2,85 mmol
L1 de IAA+ 8,88 mmol L de BA no terceiro subcultivo
(90 dias), 2,85 mmol Lt de IAA+22,2 mmol Lt de BA
no quarto subcultivo (120 dias), 4,44 mmol L* de BA
no quinto subcultivo (150 dias) e novamente retirando
os reguladores vegetais no sexto subcultivo (180 dias),
permite uma média de 201 novas mudas de A.veral.
num periodo de 6 meses. Prevendo a manutencéo
de uma média baseada nos 6 meses anteriores (2,47
novos brotos) e aplicando este valor para os proximos
6 meses (6 novos subcultivos), haveria um total de
45.643,37 mudas de A. vera. Este valor € muito
superior aos obtidos pelos métodos convencionais
de propagacéo para esta espécie, sem contar a
superioridade genética obtida pela fixacdo de
caracteristicas desejadas de um individuo elite
clonado, e ainda com a qualidade fitossanitéria, pela
isencéo de pragas e doencgas.
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