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RESUMO: Espécies medicinais como a Aloe vera apresentam necessidade de otimizagao do
seu cultivo in vitro através de protocolos eficazes de multiplicacdo in vitro, que supram caréncias
da demanda no mercado farmacéutico e cosmético favorecendo a diversidade biolégica da
A. vera Frente a isto, o trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia do seccionamento dos
explantes para a A. vera submetida a multiplicagao in vitro. Para isso, utilizou-se como explante
gemas axilares oriundas de plantas de A. vera. Para avaliar a influéncia do seccionamento do
explante na multiplicagao in vitro, cultivou-se explantes nao seccionados e seccionados em meio
MS com adigéo 0,2 mg/lde ANA e 2,0 mg/Ide BAP. Os brotos foram submetidos a multiplicagdo
por meio de trés repicagens sucessivas com intervalo de 30 dias cada. O delineamento
experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente casualizado e em esquema fatorial
3 x 2 (trés subcultivos e dois tipos de explantes), com 5 repeti¢gdes por tratamento, sendo a
unidade experimental representada por um frasco contendo trés explantes. Para tanto, a cada
repicagem foram avaliadas as caracteristicas: altura de planta, nimero de brotos (NB), niumero
de folhas verdes (NFV), presenca de folhas senescentes e presencga de raiz. Os explantes
seccionados combinado com a realizagao de subcultivos proporcionaram as melhores respostas
de NB e NFV, demostrando ser um método eficiente para a multiplicacao in vitro de A. vera.
Palavras chaves: Fitocosméticos. Cultura de tecidos. Fitoterapicos. Multiplicacao in vitro.

ABSTRACT: Effect of cleavage of explants on in vitro culture of Aloe vera. Medicinal species
such as Aloe vera present a need to optimize their in vitro culture through effective in vitro
multiplication protocols, which suppress demand in the pharmaceutical and cosmetic market
favoring the biological diversity of A. vera The objective of this work was to evaluate the influence
of the sectioning of explants on A. vera submitted to in vitro multiplication. For this, axillary buds
originating from A. vera plants were used as explants. To evaluate the influence of explant
sectioning on in vitro multiplication, non-sectioned explants were cultured and sectioned in MS
medium with 0.2 mg/l of ANA and 2.0 mg/l of BAP. The shoots were submitted to multiplication
by means of three successive repetitions with interval of 30 days each. The experimental design
was completely randomized and in a 3 x 2 factorial scheme (three subcultures and two types
of explants), with 5 replicates per treatment, the experimental unit being represented by a vial
containing three explants. The following characteristics were evaluated: plant height, number of
shoots, number of green leaves, presence of senescent leaves and presence of roots. Sectioned
explants combined with subcultures yielded the best number of shoots and number of green
leaves responses, proving to be an efficient method for in vitro multiplication of A. vera.
Keywords: Phytocosmetics. Tissue culture. Herbal medicines. In vitro multiplication.

INTRODUGAO

Entre as espécies de interesse medicinal
e econbmico, destaca-se a Aloe vera, pertencente
a familia botanica Asphodelaceae, que tem
sido utilizada corriqueiramente em aplicacdes
topicas, devido os seus efeitos contra doencgas
dermatolégicas (Ni et al. 2004; Talmadge et al. 2004).
Esta inserida na lista das espécies medicinais de
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interesse do Ministério da Saude para uso no SUS,
compondo a Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais, publicado pela ANVISAem 2012. A. vera
€ uma planta que compde fitoterapicos e cosmeéticos,
sendo que os ativos mais utilizados sao extraidos
de suas folhas, que por sua vez antes da etapa
de obtencdo da forma farmacéutica passam por
processos padronizados afim de produzir o derivado
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vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, tintura
e outros (Brasil 2012).

Por apresentar grande potencial nas
industrias farmacéuticas e de cosméticos a
demanda por matéria-prima desta espécie, com alta
qualidade, aumenta a cada ano e consequente a
isto, 0 aumento da oferta necessita de expansao nas
areas de cultivo. No cenario brasileiro atual, destaca-
se a A. vera importada, onde a espécie é cultivada
em propriedades de pequeno e médio porte, que séo
incapazes de fornecer matéria-prima em alta escala,
deixando a demanda brasileira bem aquém quando
comparada com a produgao internacional. Neste
contexto, a propagagao vegetativa convencional
nao tem potencial suficiente para suprir a demanda
do mercado, sendo considerada lenta e de baixo
rendimento (Silva et al. 2007; Molsaghi et al. 2014).

A confiabilidade adquirida através da
produgdo em larga escala de matéria-prima com
qualidade, aliada ao cultivo in vitro de materiais
isentos de patdgenos, em um local controlado e
acessivel, facilitara sua multiplicagéo e uso sempre
que necessario, contribuindo para o sucesso da
cadeia produtiva dos fitoterapicos, que por sua
vez apresentam menor custo a populagdo em
comparacgao aos sintéticos. Esta garantia otimizada
colabora com a visao industrial de redugéo de custos
e lancamentos de novos produtos em um curto
periodo de tempo.

Logo, frente a esta perspectiva, o trabalho
tem como objetivo conduzir experimentos visando
avaliar a influéncia do seccionamento dos explantes
para a A. vera submetida a multiplicag&o in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Saude da
Faculdade Maria Milza (FAMAM), em Governador
Mangabeira, Estado da Bahia. Como material
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vegetal utilizou-se gemas axilares oriundas de
plantas de babosa (A.vera) da familia botanica
Asphodelaceae, as plantas foram coletadas na
regido do Recdncavo da Bahia entre o periodo de
2015 e 2017.

As brotacdes de A. vera obtidas in vitro
foram subcultivadas em meio de cultura MS
(Murashige e Skoog 1962) com adi¢ao de 0,2 mg/I
de ANA (Acido naftalenoacético) e 2,0 mg/lde BAP
(6-benzilaminopurina), 30 g/l de sacarose, 1,0 g/l
de carvao ativado, solidificado com 6,5 g/l de agar
e pH ajustado em 5,8 anterior a autoclavagem. Apos
a inoculacdo, os frascos foram mantidos em sala
de crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 h e 40 yM m#s de intensidade
luminosa.

Os brotos foram submetidos a multiplicagao
por meio de trés repicagens sucessivas com intervalo
de 30 dias de cultivo, nas mesmas condi¢des
descritas acima. Para tanto, a cada repicagem
foram avaliadas as caracteristicas: altura de planta
(cm), numero de brotos, numero de folhas verdes,
presenca de folhas senescentes e presencga de raiz.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x
2, sendo trés subcultivos e dois tipos de explantes
(seccionados e nao-seccionados). Foram utilizadas
5 repetigdes por tratamento, sendo a unidade
experimental representada por um frasco contendo
trés explantes com aproximadamente 1,0 cm de
tamanho.

RESULTADO E DISCUSSAO

Segundo a analise de variancia (Tabela 1),
a interagdo Subcultivo x Explante foi significativa
para as variaveis de NB e NFV. Os subcultivos
influenciaram no desenvolvimento de todas as
caracteristicas avaliadas nas plantas cultivadas in
vitro. Entre os tipos de explantes foram observados

TABELA 1. Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP), em cm, nimero de brotos (NB) e nimero
de folhas verdes (NFV) de plantas de Aloe vera proveniente de explantes ndo seccionados e seccionados
cultivados in vitro em meio de cultura MS contendo 0,2 mg/l de ANA e 2,0 mg/l de BAP durante trés subcultivos

com intervalos de 30 dias cada.

GL AP NB NFV
Subcultivos (SUB) 2 3,16~ 0,53~ 2,25"
Explantes (EXP) 1 0,06 s 0,32 0,93
SUB x EXP 2 0,36 0,38~ 1,76"
Erro 22 0,18 0,05 0,16
CV (%) 15,43 14,49 13,28
Média geral 2,76 2,13 8,73

*** significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. » n&o significativo a 5% de probabilidade.
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efeito significativo na formagédo de brotos, assim
como no numero de folhas verdes.

Em relagdo a AP (Tabela 2), observou-se
que as plantas do terceiro subcultivo apresentaram
as maiores médias. Quando se realizou o primeiro
subcultivo, obteve-se média de 2,29 cm, no segundo
2,61 cm e no terceiro 3,42 cm de AP. Gomide (2004),
ressaltou que as mudas de morangueiro submetidas
a nove subculturas repetidas apresentaram maior
altura que as mudas que foram submetidas a menos
ciclos de subcultivo. Esclarece Fonseca et al. (2012),
dizendo que a caracteristica altura da planta pode
ter sofrido variagdes por conta de uma possivel
selecdo dos explantes mais vigorosos nos ciclos
de subcultivos ou que os ciclos de subcultivos nao
tenham sido suficiente para assegurar a estabilidade
fenotipica das plantas para caracteristica AP.

Diferente do estudo em questado, Moura
(2001) encontrou em sua pesquisa resultados,
onde as brotagdes obtidas por meio dos explantes
seccionados de laranja-‘Valéncia’ apresentaram
menor altura, quando comparadas com os explantes
ndo submetidos ao seccionamento. O mesmo autor
ressalta que tais resultados sdo consequéncia de
uma maior competicao nutricional no meio de cultivo,
bem como a baixa reserva endégena de nutrientes
do explante seccionado.

Os resultados da Tabela 3 demonstraram
que as maiores médias do numero de brotos foram
alcangadas no terceiro subcultivo, principalmente
quando os explantes foram seccionados (4,67).

Almeida et al. (2002), também observaram
apos 5 subcultivos que os explantes seccionados
forneceram maior nimero médio de brotos por
explante (613,7) em comparagao com os explantes
nao-seccionado (69,1 brotos por explante). Frente
a isto, os autores salientam que o corte longitudinal
dos explantes provou ser uma estratégia muito
eficiente para melhorar a multiplicacao de brotos
de abacaxi pérola.

TABELA 2. Valores médios de altura de plantas de
Aloe vera (cm), cultivas in vitro em meio de cultura
MS contendo 0,2 mg/l de ANA e 2,0 mg/l de BAP
durante trés subcultivos com intervalos de 30 dias
cada.

Subcultivos Médias
1 2,29* b
2 2,61b
3 3,42 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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TABELA 3. Valores médios do numero de brotos
de plantas de Aloe vera, provenientes de explantes
nao-seccionados e seccionados cultivados in vitro
em meio de cultura MS contendo 0,2 mg/l de ANAe 2
mg/| de BAP durante trés subcultivos com intervalos
de 30 dias cada.

. Explantes
Subcultivos
NS S
1 1,40* aA 1,93 bA
2 1,80 aA 1,34 bA
3 2,00 aB 4,67 aA

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas
nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P<0,05) e médias seguidas pelas
mesmas letras maiusculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste F (P<0,05).

De acordo com Cutter (1986), a pratica
do seccionamento em regides meristematicas e
do parénquima combinada ao uso de citocininas
como, por exemplo, o BAP, proporciona o estimulo
da divisado celular. Assim, € provavel que o
seccionamento do explante realizado neste trabalho,
combinado com a aplicagdo exdgena de citocinina
(BAP), tenha estimulado a divisdo celular e,
consequentemente, maior diferenciacdo de gemas
adventicias, conduzindo ao maior numero de
brotagbes, quando comparado com os explantes
nao seccionados.

Nos estudos de Rescarolli e Zaffari (2009),
a combinagédo de um fitorregulador da classe das
citocininas com o seccionamento de Etlingera
elatior, proporcionou a diminuigdo da dominéancia
apical, que por sua vez estimulou a formacéao
significativa de brotos.

Carvalho et al. (2000), com o intuito de
aumentarem a multiplicagéo in vitro realizaram
experimentos com explantes inteiros e seccionados
de bananeira (Musa sp.), e concluiram que o maior
valor médio do numero de brotos por explante foi
de 3,80 quando se utilizou explantes inteiros e com
os explantes seccionados um valor médio de 2,85.
Segundo os mesmos autores o corte dos explantes
minimizou as reservas essenciais para a demanda
de metabdlitos participantes da diferenciacéo e
brotagdo de gemas axilares. Por outro lado, salienta
Zaffari et al. (1994), que o seccionamento dos
explantes proporciona o aumento da superficie do
tecido oxidado, reduzindo a absorgéo de nutrientes
e hormoénios pelos tecidos.

Os resultados demonstraram que as
maiores médias do numero de folhas verdes foram
alcangadas no terceiro subcultivo, sendo que os
explantes seccionados proporcionaram o maior valor
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médio do NFV (17,42) nesse subcultivo (Tabela 4).
A Figura 1 expbe a comparagao visual das plantas
de A. vera obtidas por meio de explantes néao-
seccionados e seccionados.

TABELA 4. Valores médios do numero de folhas
verdes de plantas de Aloe vera, provenientes
de explantes nao-seccionados e seccionados
cultivados in vitro em meio de cultura MS contendo
0,2 mg/l de ANA e 2,0 mg/l de BAP durante trés
subcultivos com intervalos de 30 dias cada.

. Explantes
Subcultivos
NS S
1 5,26* bB 8,26 Ba
2 8,40 abA 5,40 bB
3 8,73 aB 17,42 aA

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas
nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey (P<0,05) e médias seguidas pelas
mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem
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estatisticamente entre si pelo teste F (P<0,05).

No presente experimento, ndo foram
evidenciadas, para ambos os tipos de explantes, a
presencga de folhas senescentes, independente do
subcultivo realizado. Ja em relagdo a presenga de
raizes (Tabela 5), o primeiro subcultivo apresentou
as maiores porcentagens de enraizamento das
plantas para ambos os tipos de explantes, sendo
que o explante nao-seccionado proporcionou
maior porcentagem de enraizamento no primeiro
subcultivo e nos subcultivos seguintes o explante
seccionado exibiu maior porcentagem.

Foi perceptivel que ambos os tipos de
explantes apresentaram uma tendéncia de redugéo
da porcentagem de enraizamento no decorrer dos
subcultivos, conferindo que as repicagens nao
foram favoraveis para formagao de raizes. Moura
(2001), encontrou porcentagem de enraizamento de
apenas 45% para plantas de Citrus com explantes
seccionados, enquanto naquelas oriundas dos
explantes ndo seccionados, este indice alcangou
80%. O autor atribui isso ao fato dos explantes
seccionados terem limitada reserva endégena. Uma

FIGURA 1. Plantas de Aloe vera, oriundas de explantes ndo-seccionados e seccionados cultivados in vitro em
meio de cultura MS contendo 0,2 mg/l de ANA e 2 mg/l de BAP durante o terceiro subcultivo. A) Plantas oriundas
de explantes seccionados apos 10 dias de cultivo. B) Plantas oriundas de explantes seccionados apés 30 dias
de cultivo. C) Plantas oriundas de explantes ndo-seccionados apés 10 dias de cultivo e D) Plantas oriundas de

explantes ndo-seccionados apds 30 dias de cultivo.
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TABELA 5. Porcentagem de enraizamento de
plantas de Aloe vera, provenientes de explantes
ndo-seccionados e seccionados cultivados in vitro
em meio de cultura MS contendo 0,2 mg/lde ANAe 2
mg/l de BAP durante trés subcultivos com intervalos
de 30 dias cada.

. Explantes
Subcultivos
NS S
1 100% 60%
2 40% 50%
3 40% 50%

vez que, o enraizamento pode ser desencadeado
através do balango endégeno em favor da auxina
ou pela presenca de calcio, boro e zinco no meio de
cultivo MS, j& que esses nutrientes sdo conhecidos
como rizogénicos (De Fossard et al. 1977; Andersen
1986).

No trabalho de Oliveira (2017), os subcultivos
realizados em Cedrela fissilis comprometeu o
enraizamento das brotagdes obtidas, onde observou-
se uma reducao significativa no desenvolvimento das
raizes. O autor relata que o baixo indice de formacao
de raizes nas brotagdes ao longo dos subcultivos em
C. fissilis pode apresentar relacdo com a alteragao
hormonal enddégena de auxina e citocinina nas
brotagcbes oriundas de segmentos nodais apicais e
cotiledonares. Frente a isto, corroboram Noiton et
al. (1992), Fleck et al. (2009) e Costa et al. (2013),
dizendo que dentre os fatores que influenciam a
competéncia para o enraizamento, ressalta-se a
excisao adequada da base da brotagcdo, com o
intuito de manter a integridade dos tecidos no local
de inducao de raizes, sendo isto primordial para as
respostas a estimulos externos e internos durante a
formagéo das raizes. Enquanto Noiton et al. (1992)
e Moubayidin et al. (2009), citam que a privagéo
da competéncia de regeneracao de raizes pode
ter ligagdo com o balango inadequado de auxina e
citocinina enddgenas nas brotagdes.

CONCLUSAO

De acordo com experimentos realizados
neste trabalho, pode-se concluir que o seccionamento
dos explantes combinado com a realizagdo de
subcultivos promoveu as melhores respostas de
NB e NFV, provando ser um método eficiente para
a multiplicacao in vitro de plantas de babosa.
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