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RESUMO: As rosas sao consideradas uma das plantas ornamentais mais importantes do
mercado floricultor. Tendo isto em vista, empregar novas tecnologias produtivas para esta
cultura é de grande importancia cientifica e econémica. Por isto, o objetivo neste trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
sobre a inducdo de brotos em Rosa sp. in vitro. Segmentos nodais contendo gemas axilares
de uma matriz comercial de Rosa sp. foram suplementados com diversas concentra¢des de
BAP (0,0, 0,25; 0,5 10; 1,5 mg/L). As maiores taxas de explantes responsivos (que
apresentaram brotac6es) foram obtidas nas maiores concentracdes do horménio BAP,
embora ndo haja diferenca estatistica significativa a nivel de 5% entre os tratamentos.
Portanto a variacdo da concentracao de BAP influenciou no nimero de explantes
estabelecidos in vitro, proporcionando maior sobrevivéncia e brotacSes nos segmentos
nodais de Rosa sp.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura de tecidos, Micropropagacdo, Rosa.

EFFECT OF CYTOKININ 6-BENZYLAMINOPURINE (BAP) ON THE IN VITRO
ESTABLISHMENT OF NODAL SEGMENTS OF Rosa sp.

ABSTRACT: Roses are considered one of the most important ornamental plants in the flower
market. With this in mind, employing new productive technologies for this culture is of great
scientific and economic importance. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the effect of different concentrations of BAP cytokinin on the induction of shoots in Rosa sp.
in vitro. Nodal segments containing axillary buds of a commercial matrix of Rosa sp. were
supplemented with various concentrations of BAP (0.0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 mg / L). The highest
rates of responsive explants (which had buds) were obtained at the highest concentrations
of BAP hormone, although there was no significant statistical difference at 5% between
treatments. Therefore, the variation of the BAP concentration influenced the number of
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explants established in vitro, providing greater survival and sprouting in the nodal segments
of Rosa sp.

KEYWORDS: Micropropagation, Rose, Tissue culture.

EFECTO DE LA CITOCININA 6-BENZILAMINOPURINA (BAP) SOBRE EL
ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE SEGMENTOS NODALES DE Rosa sp.

RESUMEN: Las rosas son consideradas una de las plantas ornamentales mas importantes
del mercado floricultor. Teniendo esto en cuenta, emplear nuevas tecnologias productivas
para esta cultura es de gran importancia cientifica y econdmica. Por eso, el objetivo en este
trabajo fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de la citocina BAP sobre la
induccion de brotes en Rosa sp. in vitro. Segmentos nodales que contienen gemas axilares
de una matriz comercial de Rosa sp. se han suplementado con diversas concentraciones de
BAP (0,0, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5 mg / L). Las mayores tasas de explantes responsivos (que
presentaron brotes) se obtuvieron en las mayores concentraciones de la hormona BAP,
aunqgue no hubo diferencia estadistica significativa en el 5% entre los tratamientos. Por lo
tanto la variacion de la concentracion de BAP influencié en el nimero de explantes
establecidos in vitro, proporcionando mayor supervivencia y brotaciones en los segmentos
nodales de Rosa sp.

PALABRAS CLAVE: Cultivo de tejidos, Micropropagacion, Rosa.
A famlilia Rosacege agrupa varios producdo de Oleo essencial para a

géneros com caracteristicas morfologicas perfumaria, culindria e como planta

altamente diversas, ampla distribuicdo
geografica e grande importancia
econdmica devido a utilizacdo de seus
frutos, como maca, pera, péssego, ameixa
etc., e das suas flores, como é o caso das
plantas do género Rosa (HUMMER,;
JANICK, 2009). Este é um dos mais
economicamente importantes géneros da

floricultura mundial, sendo que algumas

espécies sao utilizadas também na

medicinal pelo conhecimento tradicional
(BOSKABADY et al, 2011) e indUstria
farmacéutica (PRATA et al., 2017).

As rosas sdo as mais importantes flores
para corte distribuidas no Brasil (SEBRAE,
2015; DIAS et al, 2016), porém, o pals
possui grande deficiéncia em pesquisas
para aprimorar o manejo desta cultura e
para programas de melhoramento

visando a obtencao de novas variedades
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resistentes a doencas, com caracteristicas
morfoldgicas comercialmente
interessantes e adaptadas as condi¢ées
edafoclimaticas das diferentes regiées do
pais (RESENDE; TOLEDO, 2014; OLIVEIRA
et al, 2016; CAVALCANTE JUNIOR et al.,
2017) . Tendo em vista tal problematica, a
micropropagacao surge como uma boa
alternativa para o cultivo de rosas no
Brasil.

Na micropropagacao, as plantas sdo
cultivadas in vitro com meios nutritivos
adequados e sob condicbes controladas
de  temperatura, luminosidade e
fotoperiodo. Essa técnica, que viabiliza a

producdo de um elevado numero de

mudas idénticas a planta matriz e com

qualidade fitossanitaria, evidencia,
portanto, uma grande vantagem
comparativa sobre a  propagagdo

vegetativa tradicional (ALMEIDA et al,
2015).

O crescimento de plantas in vitro exige
a adicdo ao meio de cultura de
reguladores de crescimento. A inducdo de
brotacbes in  vitro ocorre  pelo
desequilibrio  hormonal induzido por
concentracdo adequada e balanceada de

reguladores vegetais adicionadas ao meio
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(MONFORT et al, 2012). Os principais
tipos de reguladores, com efeito sobre a
micropropagac¢ao, sao as citocininas e
auxinas, as quais atuam no crescimento e
desenvolvimento do explante (BIELACH et
al., 2012).

Essas substancias sdo essenciais para o
desenvolvimento dos explantes e estao
intimamente relacionadas com a divisdo
celular e o crescimento do meristema
(REIS et al, 2008). As citocininas, a
exemplo do BAP (6-benzilaminopurina),
agem induzindo a quebra da dominancia
apical e proliferacdo de gemas axilares,
promovendo o desenvolvimento da parte
aérea. O BAP é a citocinina disponivel
comercialmente que apresenta  0s
melhores resultados na micropropagacao
(MOURA et al,, 2012). Portanto o objetivo
neste trabalho foi avaliar o efeito da
citocinina  6-benzilaminopurina  (BAP)
sobre o estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Rosa sp.

Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Estudo dos Ecossistemas
Amazonicos (LEEA), da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA). Foram
utilizados como explantes segmentos

nodais contendo gemas axilares sadias de
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uma planta matriz de Rosa, cortados com
0 auxilio de uma lamina de bisturi e
lavados abundantemente com agua
corrente e detergente neutro.
Posteriormente, em capela de fluxo
laminar, os segmentos nodais foram
imersos em alcool 70% durante 5 minutos,
em hipoclorito de sédio 50% durante 30
minutos, e enxaguadas em agua destilada
e autoclavada trés vezes consecutivas.
Apds esse procedimento, segmentos
nodais medindo aproximadamente 2 cm
foram inoculados em frascos contendo 10
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com
sacarose (30g/L), agar (7g/L), 0,1 mg/L de
acido indolil-3-acético  (AIA) e 5
concentracoes diferentes de BAP (mg/L):
0,0; 0,25; 0,5 1,0; 1,5. O pH foi ajustado
para 57 + 0,1.

O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado em uma
fatorial 5x5 com 5 tratamentos e 5
repeticbes, sendo cada  repeticao
composta por 5 unidades experimentais
(tubos contendo um explante). Os frascos
inoculados foram mantidos em sala de

crescimento iluminadas com lampadas

fluorescentes brancas frias que fornecem

373

uma densidade de fluxo de fotons 30
umol/m2/s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 27°C. Foram realizadas 4
avaliacbes: 7; 14, 21 e 30 dias apds o
cultivo, quando foram observadas as
seguintes variaveis: numero de explantes
responsivos, isto é, que formaram brotos,
aléem de explantes que apresentaram,
oxidacao (necrose) e contaminacdo. No
final do 30° dia de cultivo, foi avaliado o
indice de sobrevivéncia que é calculado
pelo nuimero de explantes responsivos
somados aos que ndo foram responsivos
e ambos sem contaminagao ou necrose.
Os resultados das variaveis explantes
responsivos, explantes oxidados,
explantes contaminados e indice de
sobrevivéncia foram submetidos a Analise
de Variancia utilizando o software
estatistico BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
Houve uma tendéncia de
decrescimento em relacao a
contaminacdo dos explantes no decorrer
do tempo. O mesmo foi observado por
Sousa et al. (2009), utilizando sementes de
Cattleya walkeriana e Shomburgkia crispa
onde o periodo critico para contaminacdo

e oxidacdo dos explantes introduzidos in

vitro ocorreram nos primeiros 30 dias de
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cultivo. Neste trabalho os resultados
mostram que a fase critica ocorreu nos
primeiros 14 dias, apods esse periodo, o
indice de contaminacao diminuiu (Figura
1).

O indice de contaminacao depende da
idade e do tipo do explante, da

concentracdo da solucao esterilizante e
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do tempo de exposicdo do explante a

solucdo, fazendo-se  necessario a
adaptacdo de protocolo a cada cultura

(FERREIRA et al, 2009). Aléem disso,
explantes extraidos de plantas matrizes
oriundas do campo tendem a apresentar
maiores niveis de contaminacao (SANTOS

et al.,, 2015).

Figura 1. Porcentagem de explantes contaminados nos 5 tratamentos (concentracdes

diferentes de BAP) nas quatro avaliacdes (1: 7 dias; 2: 14 dias; 3: 21 dias; 4: 30 dias).
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Tabela 1. Anélise de variancia dos parametros analisados ao término de 30 dias de

estabelecimento de explantes de Rosa sp. in vitro nas 5 concentracdes diferentes da

citocinina BAP. (*: significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns: ndo significativo).

Quadrados Médios

- Explantes Explantes Explantes Indice de
Fonte de Variacdo ) ) .
responsivos contaminados necrosados sobrevivéncia
BAP 316" 0,5m 2,64* 3,44
CV% 46,22% 18,25% 95,61% 37,03%
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Em relacdo a inducdo de brotacdes,

ndao  houve  diferenca  estatistica

significativa  entre  os  diferentes
tratamentos (Figura 2). Porém na terceira
avaliacdo, apds 21 dias de cultivo,
percebeu-se uma maior tendéncia na
ocorréncia de brota¢Bes para todos 0s
tratamentos que continham o regulador,
o0 qual se manteve aos 30 dias de

estabelecimento. Baig et al. (2011

observaram a brotacdo maxima em
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cultivares de rosa na presenca de 1,0 mg
L"'de BAP ao meio de cultura. Por sua vez,
Senapati e Rout (2008) obtiveram maior
nimero de brotacdes em diferentes
cultivares de Rosa hybrida L. utilizando o
BAP em concentra¢Bes de 1,5e 2,0 mg L
" em explantes de seguimentos nodais.
Segundo Aragao et al. (2011), este tipo de

explante € o mais indicado para a inducao

de brotacdes usando o BAP.

Figura 2. Porcentagem de explantes responsivos (apresentaram brotaces) nos 5

tratamentos (concentracBes diferentes de BAP) nas 4 avaliacdes (1: 7 dias; 2: 14 dias; 3: 21

dias; 4: 30 dias).
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Kumud et al. (2015) em um trabalho
estudando a micropropagagdo  em
diferentes cultivares de Rosa sp, com o
uso da citocinina cinetina, demostraram

que esse regulador, semelhante ao BAP,

induziu satisfatoriamente brotacées para
as diferentes cultivares testadas, com
indice de 46% de brotacdes.

Na figura 3, observa-se que houve

diferenca significativa a nivel de 5% de
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probabilidade na porcentagem de

explantes necrosados. No qual, 0s

tratamentos T1e T3 apresentaram a maior
oxidados,

quantidade de explantes

Figura 3. Porcentagem de explantes
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possivelmente por fatores inerentes aos
explantes. Os explantes T4 obtiveram
taxas baixas de necrose e T5 ndo

apresentaram necrose.

necrosados (oxidados) nos 5 tratamentos

(concentracdes diferentes de BAP) nas 4 avaliacdes (1: 7 dias; 2: 14 dias; 3: 21 dias; 4: 30

dias).
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No trabalho de Drefahl (2004), foram
utilizados segmentos nodais de Rosa x
hybrida obtidos de uma planta matriz de
campo, no qual a assepsia foi realizada
com etanol e NaClO a diferentes
concentracdes, melhores  resultados
forma obtidos quando se utilizou etanol
70% por 1 min e NaClO 2% por 5 min,
relacionando com os indices de necrose
dos segmentos nodais. Por isso, se faz
importante o ajuste dos protocolos de

desinfestacdo para cada espécie a ser

trabalhada, de forma a reduzir os indices

de contaminacao, sem afetar no
desenvolvimento de brotos e na morte do
tecido.

De acordo com o trabalho de Pelizza
et al. (2013), no qual foi realizado o
estabelecimento in vitro de diferentes
cultivares de mirtileiro, a oxidacdo dos
explantes foi influenciada tanto pelo
processo de desinfestagdo quanto pelo

cultivar, apresentando um indice de

oxidacéo de até 16,69%.
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Figura 4. Comparacao dos parametros explantes contaminados, responsivos e necrosados

com o Indice de sobrevivéncia dos explantes de Rosa sp. nos 5 tratamentos (concentracées

diferentes de BAP) ao final das 4 avaliacdes.
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Na figura 4, encontra-se a taxa de
sobrevivéncia dos explantes
desenvolvidos, em comparagdo aos
indices de explantes contaminados,
responsivos e necrosados, nos cinco
tratamentos realizados. Nos presentes
tratamentos, houve uma alta taxa de
sobrevivéncia na presenca do hormoénio
BAP, com excecao do tratamento 3 no
qual houve alta taxa de necrose.
estatistica

Ndo houve diferenca

significativa  entre  os  tratamentos
(p>0,05), apenas entre 0s parametros
analisados (p=0,0530), porém pode-se
observar que os tratamentos T4 e T5
apresentaram altos indices de

sobrevivéncia, baixos niveis de explantes

Responsivos

3 4 5

Tratamentos

W Necrosados M Sobrevivéncia

necrosados e menor indice de explantes
contaminados. No trabalho de Oliveira et
al. (2008), com diferentes cultivares de
amoreira-preta, foi obtida uma baixa taxa
de estabelecimento dos explantes, em
média 41%, a qual estava relacionada com
a origem do material de propagacao,
oriunda do campo.

Morais et al. (2014), avaliando o efeito
de reguladores de crescimento vegetal no
cultivo in vitro de horteld-pimenta
(Mentha x Piperita L), observou que o
aumento da concentracdo de BAP
influenciava positivamente a
sobrevivéncia dos explantes, enquanto
Oliveira et al. (2016), avaliando o efeito de

BAP e &cido naftaleno acético (ANA)
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sobre a propagacdo in vitro de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes)
obteve maiores indices de sobrevivéncia
na auséncia de BAP. Este favorecimento
da sobrevivéncia, no caso da Rosa sp. e de
hortela-pimenta, pode estar relacionado
ao efeito que as citocininas possuem de
retardar 0s efeitos fisiologicos
degenerativos, ou seja, impedem o
envelhecimento dos tecidos vegetais
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

A variacdo da concentracao de BAP
influenciou no numero de explantes
estabelecidos in vitro, no qual as
concentracdes de 1,0 a 15 mg L’
proporcionaram maior sobrevivéncia e
brotacdes nos segmentos nodais.

Em  concentracbes  maiores da
citocinina os indices de necrose foram
significativamente  menores, podendo

indicar um efeito retardador da

senescéncia em tecidos vegetais.
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