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RESUMO 

MAMEDES, T. C. Estabelecimento in vitro de Handroanthus impetiginosus (Mart. ex 

Dc.) Mattos. (Bignoniaceae) e estudo da incidência de oídio (Oidium sp.) em plântulas 

obtidas in vitro. 2013. 88 f. Dissertação (Mestrado em Genética e Melhoramento de 

Plantas) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2013.
1 

 

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos é uma espécie arbórea de 

ampla distribuição no território brasileiro. Possui importância econômica por seu uso 

madeireiro, medicinal, ecológico e ornamental. Há grande variação na produção de frutos e 

sementes no decorrer dos anos, muitas das sementes produzidas são atacadas por fungos e 

insetos e, finalmente, as sementes que restam intactas perdem a viabilidade muito 

rapidamente. Técnicas de cultura de tecidos vegetais podem aumentar esta taxa de 

germinação em espécies arbóreas. O cultivo em meio nutritivo sob condições assépticas, 

proporciona grande produção de mudas em tempo e espaço reduzidos e em qualquer época 

do ano. Além disso, a propagação in vitro atua como ferramenta na identificação de micro-

organismos, estudando suas relações e interações com a planta hospedeira em níveis 

genético, celular e fisiológico. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de 

propagação in vitro de H. impetiginosus, desenvolvido em três etapas: descontaminação e 

germinação das sementes, indução de novos brotos e enraizamento. O protocolo foi 

baseado na organogênese direta, utilizando material vegetal de plântulas germinadas in 

vitro. Na germinação in vitro a contaminação superficial das sementes foi controlada 

utilizando 2 min. em etanol 70% e 10 min. em hipoclorito de sódio com 2% de cloro ativo. 

A taxa de germinação foi de 99 % em meio MS. A indução e multiplicação de novos 

brotos foram realizadas com o auxílio dos reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina 

(BAP) e ácido naftalenoacético (ANA) em diferentes combinações. Os resultados 

mostraram que, para explantes de H. impetiginosus, todas as quantidades testadas de BAP 

e  de ANA possuem a capacidade de regenerar brotos, calos e raízes adventícias, sendo 

necessário aperfeiçoar o protocolo de regeneração para obter número maior de novas 

brotações. No enraizamento in vitro, estacas caulinares responderam de maneira positiva a 

6,0 mg.L
-1

 de ácido indolbutírico (AIB), com 92% de enraizamento. Porém, os métodos de 

descontaminação de sementes não controlaram fungos do gênero Oidium sp. Com o 

objetivo de identificar o fungo e estudar a relação fungo-hospedeiro em H. impetiginosus 

in vitro foram feitos cortes anatômicos de fragmentos foliares analisados com microscópio 

óptico e microscópio eletrônico de varredura. Após o aparecimento de Oidium sp. nas 

plântulas desenvolvidas in vitro, métodos de controle da doença em sementes foram 

testados para a germinação in vitro utilizando diferentes tempos e concentrações de etanol, 

hipoclorito de sódio, Clorotalonil + Tiofanato Metílico (fungicida sistêmico) e óleo de Nim 

avaliando a incidência e severidade desta doença em cada tratamento. Em nenhum 

tratamento houve o controle efetivo do oídio, indicando a necessidade de novos estudos. 

Porém, a redução da severidade foi observada em sementes tratadas com etanol 70% e 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) e imersão em óleo de Nim a 1,5% por 10 minutos.  

 

Palavras-chave: Ipê roxo, Cerrado, cultura de tecidos.  

_______________ 
1
 Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA-UFG. 
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ABSTRACT 

MAMEDES, T. C. In vitro establishment of Handroanthus impetiginosus (Mart. ex 

DC.) Mattos. (Bignoniaceae) and study of incidence of powdery mildew (Oidium sp.) 

in in vitro seedlings. 2013. 88 f. Dissertation (Master in Agronomy: Genetic and Plant 

Breeding) – College of Agronomy, Universidade Federal de Goiás, Goiânia, 2013.
1
 

 

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos is widely distributed 

woody species in Brazil. It has economic importance for its use as wood, medicinal, 

ecological and ornamental tree. There is great variation in the production of fruits and 

seeds over the years, many of the seeds are attacked by fungi and insects, and finally, the 

remaining intact seeds lose viability very quickly. Techniques of plant tissue culture can 

increase the rate of germination in woody species. The cultivation in nutrient medium 

under aseptic conditions, provides great production of seedlings in reduced time and space 

and at any time of year. Furthermore, in vitro propagation acts as a tool in the identification 

of microorganisms, studying their relationships and interactions with the host plant at 

genetic, cellular and physiological levels. The aim of this study was to establish a protocol 

for in vitro propagation of H. impetiginosus developed in three steps: decontamination and 

seed germination, induction of new shoots and roots. The protocol was based on direct 

organogenesis using plant material from seedlings germinated in vitro. For in vitro 

germination, seed surface contamination was controlled using 2 min. in 70% ethanol and 

10 min. sodium hypochlorite with 2 % active chlorine. The germination rate was 99 % on 

MS medium. Induction and multiplication of new shoots were carried out with the aid of 

growth regulators 6 - benzylaminopurine (BAP) and naphthalene acetic acid (NAA) in 

different combinations. The results showed that for explants of H. impetiginosus all the 

tested amounts of BAP and NAA have the ability to regenerate shoots, callus and 

adventitious roots, it is necessary to improve the regeneration protocol to obtain greater 

number of new shoots. For in vitro rooting, cuttings responded positively to 6.0 mg L - 1 

butyric acid (IBA), with 92 % rooting. However, the methods of decontamination of seeds 

did not control fungi of the genus Oidium. In order to identify the fungus and study the 

fungus - host relationship in H. impetiginosus cuts were made in vitro leaf fragments and 

the anatomical structure analyzed by optical microscope and scanning electron microscope. 

After the emergence of Oidium sp. on seedlings developed in vitro, methods of seeds 

disease control were tested for germination using different times and concentrations of 

ethanol, sodium hypochlorite, Chlorothalonil + tiophanate Methyl (systemic fungicid ) and 

Neem oil assessing the incidence and severity of each disease treatment. No treatment was 

effective in the control of powdery mildew, indicating the need for further studies. 

However, reduction of severity was observed in seeds treated with 70 % ethanol and 

sodium hypochlorite (2% active chlorine) and Neem oil immersion to 1.5 % for 10 

minutes. 

 

Key words: Ipê roxo, Cerrado, tissue culture. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, conhecida 

popularmente como ipê roxo, pertence à família Bignoniaceae que engloba cerca de cento 

e vinte gêneros e oitocentas espécies (Grose & Olmstead, 2007a, b). A espécie é 

caducifólia ocorrendo tanto na mata pluvial atlântica como na floresta semidecídua 

(Lorenzi & Matos, 2002) abrangendo os domínios da Amazônia, Caatinga, Mata Atlântica, 

Pantanal e Cerrado (Lohmann, 2012). As folhas são opostas digitadas e com cinco folíolos, 

possui flores grandes rosadas a lilás, tubulares, reunidas em panícula terminal. O fruto 

cilíndrico é deiscente com numerosas sementes. As sementes são cordiformes com 

presença de asa membranácea nas duas extremidades de cor marrom clara, sendo sua 

dispersão anemocórica (Reitz et al., 1988;  Carvalho, 1994). 

H. impetiginosus é uma arbórea amplamente utilizada para múltiplos fins, 

como madeira para serraria, mourões, usos medicinais, arborização e recuperação de áreas 

degradas (Lorenzi & Matos, 2002; Gemaque et al., 2002). A espécie tem sido indicada para 

recuperação de matas ciliares, plantadas mais próximos aos leitos dos rios, sujeitas a 

inundações ou enchentes periódicas (Lima, 2004). Além disso, tem importante valor 

econômico considerando-se a durabilidade e a resistência de sua madeira utilizada em 

construções e confecções de vigas e assoalhos finos (Lorenzi, 2002; Paes et al., 2005). 

A propagação via semente de H. impetiginosus possui dificuldades como 

produção irregular de frutos, característica comum para muitas espécies arbóreas do 

Cerrado (Högberg et al., 1998). As sementes apresentam baixa viabilidade e longevidade, 

não excedendo três meses (Maeda E Matthes, 1984; Lorenzi & Matos, 2002), e são 

atacadas por insetos e fungos antes e após a maturação fisiológica (Botelho et al., 2008), 

como também acontece em Handroanthus serratifolius (A.H.Gentry) S. Grose. Os maiores 

problemas ligados a doenças ocorrem durante a germinação e formação de mudas em 

viveiro e são geralmente causados por fungos (Vechiato, 2010). 

Oidium sp. é um fungo patogênico, biotrófico, que causa a doença oídio em 

vários grupos de plantas. Além das espécies florestais, são encontradas em hortaliças, 
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plantas frutíferas e ornamentais (Grigoletti Junior et al., 2005). Oídios causam alterações 

fisiológicas no hospedeiro inibindo a fotossíntese e a transpiração com o aumento da 

infecção (Mignucci & Boyer, 1979). Estima-se que a diversidade de fungos desta família 

seja grande no Cerrado por possuir condições climáticas favoráveis de desenvolvimento. 

Porém, pesquisas sobre este grupo de fungos ainda são poucas. Alencastro Filho (2006) 

identificou espécies de oídios associados a várias arbóreas hospedeiras no Cerrado 

incluindo o gênero Handroanthus.  

Em programas de domesticação e melhoramento genético, dominar a fase de 

propagação da espécie é muito importante. A propagação in vitro permite a produção de 

mudas com controle fitossanitário, em larga escala, em espaço reduzido e no menor tempo. 

Porém, para obter altas taxas de multiplicação é necessário o ajuste do respectivo protocolo 

(Schuch & Erig, 2005). A propagação in vitro vem se destacando como ferramenta para a 

implantação de florestas clonais, substituindo as práticas convencionais por técnicas que 

passaram a garantir a superioridade genética dos indivíduos (Bassan, 2006). Além disso, 

convém utilizar do controle das variáveias ambientais que a propagação in vitro 

proporciona como ferramenta no estudo das relações e interações de micro-organismos 

com a planta hospedeira em níveis genético, celular e fisiológico (Barrow et al., 2004). 

Visando proporcionar melhor entendimento dos fatores de crescimento e 

desempenho de plantas sob condições in vitro, o objetivo deste trabalho foi desenvolver 

um protocolo de propagação in vitro da espécie H. impetiginosus, além de contribuir para o 

melhor entendimento das interações desta espécie com micro-organismos nestas condições 

de cultivo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos 

 

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos tem como sinonímia 

botânica Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.), Tabebuia avellanedae Lor, e 

Tecoma impetiginosa Mart. ex DC. É uma espécie arbórea da família bignoniaceae 

conhecida como pau d‟arco, ipê roxo de bola, ipê una, casquinho e ipê roxo da mata 

(Gemaque et al., 2002). Suas plantas podem atingir de 8,0 m a 12,0 metros de altura, com 

tronco de 60 cm a 90 cm de diâmetro. Apresentam folhas compostas folioladas; folíolos 

coriáceos, pubescentes em ambas as faces, de 9,0 cm a 18,0 cm de comprimento por quatro 

a 10 cm de largura. As flores são infundibuliformes e numerosas, de coloração rósea ou 

arroxeada, e despontam em volumosas inflorescências (Lorenzi & Matos, 2002). As 

sementes são cordiformes a oblongas planas com superfície lisa lustrosa de cor marrom-

clara, com ala membranácea marrom clara transparente de até três centímetros de 

comprimento (Reitz et al., 1988; Carvalho, 1994).  

Bignoniaceae é uma família de distribuição pantropical, com cerca de cento e 

vinte gêneros e oitocentas espécies. O gênero Handroanthus foi segregado do gênero 

Tabebuia Gomes ex DC, baseado em estudos de filogenia molecular. O gênero 

Handroanthus possui 30 espécies catalogadas até o momento e está distribuído por toda 

América Central e do Sul (Grose & Olmstead, 2007 a, b) e indivíduos destas espécies 

podem ser encontrados em habitats secos, úmidos e encharcados (Gentry, 1980). 

Considerando as divergências taxonômicas acerca dos gêneros Handroanthus e 

Tabebuia e a escassez de trabalhos anatômicos do grupo, há grande dificuldade de 

identificação das espécies em estado vegetativo. Grose & Olmstead (2007 a, b), utilizando 

estudos de filogenia molecular, segregaram gêneros polifiléticos da família Bignoniaceae. 

Silva et al. (2009) estudaram anatomia foliar com implicações taxonômicas em espécies de 

Handroanthus e Tabebuia de ocorrência no Brasil e Lozano & Zapater (2009) realizaram 
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um levantamento de espécies nativas e exóticas de Tabebuia e Handroanthus na 

Argentina. 

De acordo com Lorenzi & Matos (2002), H. impetiginosus cresce tanto na mata 

pluvial atlântica como na floresta semidecídua. Ocorre tanto no interior da floresta 

primária, como nas formações secundárias. É uma planta decídua durante a época da seca. 

A espécie possui origem nativa, porém não é endêmica do Brasil. Ocorre nos domínios 

geográficos da Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal. Sua distribuição 

geográfica é da região Norte (Pará, Tocantins), Nordeste (Maranhão, Piauí, Ceará, Rio 

Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe), Centro-Oeste (Mato 

Grosso, Goiás, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minas Gerais, Espírito 

Santo, São Paulo, Rio de Janeiro) (Lohmann, 2012). 

H. impetiginosus é utilizada para fabricação de móveis, mourões e assoalhos 

finos (Lorenzi & Matos, 2002). Sua floração é abundante, proporcionando efeito 

paisagístico admirável. Esta espécie foi intesamente explorada nas regiões de ocorrência 

natural, restando poucas árvores isoladas. Por esses fatos, tem sido utlizada em trabalhos 

de restauração de ecossistemas florestais e de paisagismo. Assim, a utilização de sementes 

nestes processos é de grande importância, visto que sua propagação se dá prioritariamente 

por via sexuada (Gemaque et al., 2002). 

Estudos relacionados à germinação de H. impetiginosus já foram realizados 

referentes à maturidade fisiológica das sementes (Gemaque et al., 2002), influência da 

temperatura e controle das giberelinas endógenas (Silva et al., 2004), temperatura e regime 

de luz na germinação (Oliveira et al., 2005) e cor e tamanho das sementes que influenciam 

seu potencial fisiológico e sua viabilidade (Amaral et al., 2011). Todos estes trabalhos 

indicaram melhores formas de armazenamento, utilização e manutenção da viabilidade das 

sementes. 

A respeito da demanda nutricional da espécie, alguns trabalhos já foram 

realizados. Souza et al. (2006) constataram que a sequência de exigência nutricional de H. 

impetiginosus sin. T. impetiginosa é P> N> S> B> Zn> Mg> Ca> K. Em ambiente 

contaminado com vários metais pesados. Marques et al. (2000) verificaram que H. 

impetiginosus foi uma das espécies menos afetadas pela contaminação. Complementando 

estes resultados, Paiva et al. (2002) estudaram o índice de translocação de nutrientes em 

mudas de H. impetiginosus submetidas a doses crescentes de cádmio, níquel e chumbo. Os 

autores concluíram que a aplicação de cádmio e níquel aumentam o índice de translocação 
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de P, K, Ca, Mg, S e Zn nas mudas. E o chumbo não interfere na translocação de K, Ca, 

Mg e Mn, mas diminui a translocação de P, S, Cu, Fe e Zn. Estes resultados indicam para 

que tipo de áreas em recuperação H. impetiginosus pode ser utilizado. 

Resultados de análises fitoquímicas de H. impetiginosus registraram como 

componentes da madeira: naftoquinonas, principalmente o lapachol, a lapachona e alguns 

de seus derivados (alfa-lapachol, beta-lapachol, dihidro-lapachol), além do lapachenol; 

furanonaftoquinona, antraquinona, flavonóide (quercetina) e o ácido hidroxibenzóico 

(Almeida 1993; Lorenzi & Matos 2002). As análises também indicam a existência de 

outros compostos: taninos; resinas; minerais; saponinas e cumarinas (Panizza, 1997). 

O lapachol é uma naftoquinona encontrada em várias espécies de plantas da 

família Bignoniáceas. Conhecido por suas propriedades anticancerígenas possui ainda 

propriedades anti-inflamatória, analgésica, antibiótica, antimalária antitripanossoma, e 

antiulcerogênica (Araújo et al., 2008).  

O extrato da casca de H. impetiginosus mostrou forte atividade antifúngica 

observada in vitro para o tratamento de doenças da pele causada por fungos filamentosos e 

leveduras (Portillo et al., 2001), antioxidante dos compostos voláteis (Park et al., 2003), 

inibição de bactérias intestinal humana (Park et al., 2005), antiplaquetária e 

antiproliferativa em ratos e coelhos (Son et al., 2006) e anti-inflamatória in vitro e in vivo 

em ratos (Byeon et al., 2008). Silva (2006) avaliou a atividade anti-inflamatória e concluiu 

que os extratos hidroalcoólicos da casca e das folhas de H. impetiginosus apresentaram 

atividade antiedematogênica. Na avaliação dos extratos de flor e folha, o autor indicou 

potente efeito analgésico, mesmo quando as concentrações foram reduzidas.  

 

2.2 CULTURA DE TECIDOS  

 

A cultura de tecidos, propagação in vitro ou micropropagação detém as 

técnicas por meio das quais pequenos fragmentos de tecido vegetal, designados explantes, 

ou embriões de sementes, são cultivados em meio nutritivo que sustente o seu crescimento 

sob condições assépticas (Torres et al., 1998; Rezende, 2005). As vantagens potenciais em 

relação à propagação por métodos convencionais são: pequena quantidade de explantes 

necessária para iniciar a cultura, propagação em qualquer época do ano com mudas 

uniformes, sadias, produzidas em escala comercial em pouco espaço e tempo reduzido. 

Além disso, técnicas de cultivo in vitro possibilitam realizar pesquisas de apoio às 
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diferentes áreas da biologia como genética, fitopatologia e a fisiologia vegetal (Litz et al., 

1984; Cid & Teixeira, 2010). 

A cultura de tecidos vegetais teve grande impulso nas últimas décadas, sendo 

sua utilização rotineira em muitas empresas do ramo florestal. O principal motivo deste 

avanço é a constatação de ser uma ferramenta tecnológica viável para a produção de mudas 

de alto padrão genético, fisiológico e sanitário. A propagação vegetativa in vitro vem-se 

destacando, como ferramenta para a implantação de florestas clonais, substituindo as 

práticas convencionais por técnicas que passaram a garantir a superioridade genética dos 

indivíduos (Bassan, 2006). 

O sucesso da propagação in vitro baseia-se na capacidade que as células 

vegetais possuem de redefinir seu padrão de desenvolvimento e diferenciação, podendo 

originar novos órgãos ou mesmo todo o indivíduo (totipotência). Esta redefinição da 

morfogênese é influenciada por vários fatores como tipo de material vegetal utilizado no 

início da cultura (explante), componentes nutricionais, reguladores de crescimento e 

condições de incubação (Giri et al., 2004). Além disso, também é importante a 

disponibilidade de material, nível de contaminação com micro-organismos, juvenilidade do 

tecido e estação do ano no momento da coleta do material vegetal (Cid & Teixeira, 2010). 

A taxa de germinação de sementes de algumas espécies pode ser aumentada 

quando são utilizados métodos de cultura de tecidos, principalmente, quando as sementes 

apresentam dormência, endosperma reduzido ou grande infestação por micro-organismos 

(Pasqual, 2001). A germinação in vitro oferece uma alternativa para a propagação de 

espécies do Cerrado. Como exemplos, a obtenção de mudas de pequi, araticum e buriti. 

Nestas espécies, as sementes germinam de maneira irregular e podem demorar meses na 

sementeira (Rizzi, 1973). Utilizando meios de cultura estéreis e a adição de reguladores de 

crescimento, como giberelinas, as taxas de germinação podem ser maiores e a germinação 

mais uniforme. 

 

2.2.1 Propagação in vitro de lenhosas 

 

De acordo com a International Tropical Timber Organization - Organização 

Internacional de Madeira Tropical (ITTO) os países são classificados em relação as seus 

recursos florestais. Um país é considerado produtor quando é dotado de recursos florestais 

tropicais e/ou exportador líquido de madeiras tropicais em termos de volume. Atualmente 
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existem 33 países produtores, com o Brasil ocupando o segundo lugar entre os produtores 

da America Latina (ITTO, 2012). As espécies mais plantadas no Brasil são eucaliptos com 

81,2 %, pinus 18,4 % e outras 0,4 (Bracelpa - Associação Brasileira de Celulose e Papel, 

2011). 

A cultura de tecidos vegetais pode ser utilizada para a multiplicação de 

genótipos de interesse e armazenamento de exemplares em bancos de germoplasma. 

Barreiras metodológicas que dificultam o melhoramento genético das arbóreas florestais 

como seu grande porte e longos ciclos de desenvolvimento, podem ser contornadas pela 

aplicação de técnicas de cultivo in vitro. No entanto, outras características inerentes à 

biologia de certas espécies florestais (por exemplo, o grande genoma dos pinheiros e a 

recalcitrância de tecidos de árvores adultas para manipulação in vitro) continuam a 

apresentar desafios para os pesquisadores (Merkle & Dean, 2000). 

Técnicas de propagação in vitro estão colaborando também para a manutenção 

de espécies como Tabebuia donnell-smithii (Bignociaceae), que ainda não é domesticada, 

mas que possui um forte apelo econômico e indisponibilidade de sementes para suprir a 

demanda. Tabebuia donnell-smithii é uma importante arbórea tropical e produtora de 

madeira para colheita florestal. Devido aos benefícios ambientais e econômicos que possui, 

sua madeira está em alta demanda, chegando a até três vezes o preço da madeira de 

espécies de Pinus. A clonagem desta espécie tem sido feita via gemas axilares de árvores 

adultas, com alta taxa de brotos por explante (González-Rodríguez et al., 2010). 

Nunes et al. (2002) desenvolveram um protocolo de micropropagação para 

Cedrela fissilis (Meliaceae) utilizando segmentos nodais de origem juvenil para 

proliferação de gemas axilares. A proliferação e multiplicação de ramos foram realizadas 

utilizando o regulador de crescimento 6-benziladenina (BAP) e a adição de ácido 

naftalenoacético (ANA) para enraizamento das plantas regeneradas. Vila et al. (2009) 

também trabalhando com Cedrela fissilis, obtiveram plântulas através do processo de 

embriogênese somática. A partir de embriões zigóticos e com auxílio dos reguladores de 

crescimento 2,4 ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) e BAP, os autores obtiveram calos 

embriogênicos e conversão em plantas. A micropropagação otimizada e protocolos de 

cultivos de calos, oferecem a possibilidade de uso para propagação vegetativa, 

criopreservação e estudos sobre o metabolismo secundário (Nunes et al., 2002). 

Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil) tem sido estudada visando o controle 

da calogênese com os reguladores de crescimento 2,4-D e BAP em meio de cultura 
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(Werner et al., 2009). Os autores utilizaram folíolos juvenis cultivados e diferenciados em 

calos embriogênicos. A partir destes calos, obtiveram embriões somáticos na fase globular 

e codiforme. De maneira geral, os calos apresentaram aspectos friáveis, não 

embriogênicos, com acúmulo de fenóis e presença de áreas meristemáticas. A regulação da 

calogênese é o primeiro passo para a embriogênese somática indireta in vitro (Werner et 

al., 2009). 

 

2.2.2 Micropropagação e reguladores de crescimento 

 

O estabelecimento in vitro de explantes corresponde à primeira etapa de um 

sistema de micropropagação, com início na seleção dos explantes mais adequados para 

posterior multiplicação (Grattapaglia & Machado, 1998). O sucesso de um protocolo de 

micropropagação depende da etapa de estabelecimento in vitro. As próximas etapas de 

multiplicação e futura transferência para condições ex vitro só podem ser realizadas após o 

estabelecimento de culturas assépticas e com bom vigor vegetativo (George & Debergh, 

2008). O tipo de explante deve ser selecionado de acordo com a sua capacidade para se 

adequar às condições in vitro, sendo recomendados os que possuam maior proporção de 

tecido meristemático por apresentarem uma maior capacidade de expressar a totipotência 

(Grattapaglia & Machado, 1998).  

Os hormônios vegetais são biomoléculas produzidas pelas plantas com o 

objetivo de induzir respostas fisiológicas, tais como indução de raízes, indução de brotos, 

alongamento de entrenós entre outros (Cid & Teixeira, 2010). Uma das características da 

micropropagação é a capacidade do maior controle das diferentes fases do crescimento dos 

explantes in vitro. Isso não seria possível, sem adição de reguladores de crescimento ao 

meio de cultura, que são substâncias sintéticas aplicadas externamente nos explantes, que 

possuem ações similares às dos grupos de hormônios vegetais naturalmente produzidos 

pelas plantas (citocininas, giberelinas, auxinas e etileno) (Vieira & Castro, 2002). 

Entre os reguladores de crescimento mais utilizados na propagação in vitro e 

que desempenham importante papel na regeneração de plantas em várias espécies vegetais 

estão as citocininas e as auxinas. A disponibilidade e a interação desses dois reguladores de 

crescimento podem modular a formação de raízes e parte aérea (Skoog & Miller, 1957). O 

controle da organogênese nas plantas pode trazer um grande impacto para agricultura e 
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setor florestal, sobretudo com direcionamento seletivo da produção de raízes, brotos, flores 

e frutos (Lemos, 2010).  

A adição exógena de reguladores de crescimento ao meio de cultura 

desencadeia uma alteração do balanço hormonal endógeno dos tecidos dos explantes. A 

adição de citocininas, por exemplo, interfere no balanço interno das citocininas endógenas 

e desencadeiam uma resposta de indução de novos meristemas de brotos (Lemos, 2010).  

No processo de regeneração direta in vitro, a utilização de segmentos nodais é 

feita, baseada na indução do crescimento e proliferação de gemas vegetativas axilares pré-

formadas. Os segmentos nodais contendo as gemas são isolados e inoculados in vitro, 

sendo estas estimuladas ao crescimento, dando origem a brotos (Grattapaglia & Machado, 

1998). 

A micropropagação pela proliferação de gemas axilares provenientes de 

plântulas, assim como de material adulto, tem sido uma das mais utilizadas, com sucesso 

em várias espécies vegetais, inclusive em espécies lenhosas, como Eucalyptus. No entanto, 

entre os principais problemas neste método de micropropagação, aparece a 

recalcitrância (falta de resposta morfogenética) de várias espécies ao cultivo in vitro e a 

contaminação do material por micro-organismos (Xavier et al., 2009). Nos últimos anos, 

muitas arbóreas foram propagadas in vitro via segmentos nodais obtendo taxas 

significativas de multiplicação como para Ilex paraguariensis Saint Hilaire (Horbach et al., 

2011), Caesalpinia echinata Lam. (Aragão et al, 2011), Cedrela odorata L. (García-

Gonzáles et al., 2011), Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith (Fermino Junior & 

Scherwinski-Pereira, 2012), Eugenia involucrata DC. (Golle et al., 2012), Bowdichia 

virgilioides Kunth (Moura et al., 2012) entre outras. 

Uma das etapas que pode dificultar o estabelecimento de um protocolo de 

micropropagação é o enraizamento. O desenvolvimento do sistema radicular a partir da 

formação de raízes adventícias em plantas propagadas vegetativamente sob condição in 

vitro ou ex vitro é um processo complexo envolvendo fatores endógenos e exógenos que 

ainda não estão completamente esclarecidos (Souza & Pereira, 2007). 

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), as auxinas estão presentes em 80% 

dos meios de enraizamento podendo ser adicionadas sozinhas ou em combinação. As 

auxinas são os únicos reguladores de crescimento que aumentam a formação de primórdios 

radiculares (Três & Ziegler, 1991). As auxinas mais comuns empregadas nos meios de 

enraizamento são o ácido naftalenoacético (ANA), ácido indolbutírico (AIB) e ácido 



24 

 

 

indolacético (AIA). A diferença entre elas, além da parte estrutural da molécula, é a 

estabilidade que decresce respectivamente. Sendo assim, a maior parte dos trabalhos de 

enraizamento in vitro, utilizam as auxinas ANA e AIB (Souza & Pereira, 2007).  

Espécies com dificuldade de enraizamento, como as lenhosas, produzem e 

metabolizam mais rapidamente o AIA endógeno, se comparadas às espécies com facilidade 

de enraizamento (Ford et al., 2001). Este fato indica uma baixa concentração de AIA livre 

para ser transportado para a base das estacas onde ocorrerá o enraizamento. Quando 

algumas espécies são expostas a ação de reguladores de crescimento, o nível de AIA 

endógeno é elevado, porém decresce antes da formação das raízes, o que dificulta ou 

impossibilita o enraizamento (Ford et al., 2001). 

Além dos níveis de auxina endógenos, outros fatores também contribuem para 

existência da dificuldade de enraizamento em lenhosas como: as condições inerentes à 

planta matriz como juvenilidade e genótipo, o meio de cultura, a presença de reguladores 

de crescimento e carboidratos, a nutrição mineral, compostos fenólicos, condições de 

cultivo das plântulas, dentre outros (Souza & Pereira, 2007). 

A bibliografia sobre estudos in vitro do gênero Handroanthus é relativamente 

pequena quando comparada a outras espécies florestais. Porém, alguns trabalhos já foram 

feitos com H. impetiginosus por Jausoro et al. (2010) que observou alterações anatômicas 

em brotos e raízes ocasionadas pelo cultivo in vitro. Larraburu et al. (2011) utilizaram 

diferentes concentrações de BAP e ácido indol butírico (IBA) e obtiveram ótima taxa de 

multiplicação em meio WPM (Wood Plant Médium - Lloyd & Mccown, 1980). O 

enraizamento com IBA em ½ MSG (Murashige & Skoog suplementado com vitaminas de 

Gamborg et al., 1968) produziu 83% de enraizamento com 3,2 raízes por brotos. Martins et 

al. (2011) pesquisando a aclimatização de H. impetiginosus germinadas in vitro 

constataram que a concentração 75% do meio MS foi a mais eficiente na manutenção do 

vigor de mudas. 

 

2.2.3 Assepsia na cultura de tecidos vegetais 

 

A desinfestação, ou seja, a remoção de contaminantes existentes na superfície 

do explante oriundo de material do campo ou de casa de vegetação é um passo inevitável 

na propagação in vitro. A contaminação é constituída por fungos, bactérias ou mesmo 
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pequenos insetos. Contaminações por vírus já são mais difíceis de diagnosticar (Cid & 

Teixeira, 2010). 

A micropropagação de plantas possibilita a propagação em grande escala de 

genótipos selecionados. No entanto, a contaminação por micro-organismos continua sendo 

um dos grandes problemas para a aplicação dessa técnica podendo chegar a ser um fator 

limitante para o estabelecimento in vitro de certos explantes (Ribas et al., 2003). Mesmo 

tomando todas as precauções de uma assepsia rotineira, às vezes não é possível contornar 

totalmente a contaminação por esta ter base endógena (Cid & Teixeira, 2010).  

Segundo Ferreira (1989), a contaminação fúngica na germinação de sementes 

de H. impetiginosus sin. Tabebuia impetiginosa é um dos principais problemas, 

especialmente em testes realizados em incubadoras ou germinadores que dão condições 

ideais para o desenvolvimento e a disseminação de alguns fungos associados às sementes. 

Estes podem causar o apodrecimento das sementes e dificultar o diagnóstico correto da 

qualidade fisiológica do lote reduzindo o número de plantas emergidas. Tal fato demonstra 

a necessidade de utilização de produtos que visam à eliminação destes patógenos. 

Em teste de sanidade em sementes florestais nativas, submetidas à assepsia 

Botelho et al. (2004) constataram que a maior parte dos fungos associados às sementes 

encontrava-se na superfície. Fungos externos, por estarem mais expostos aos agentes 

desinfestantes, são erradicados com maior eficiência em relação àqueles que vivem 

internamente aos tecidos. Estes podem sobreviver por mais tempo e ter maior 

probabilidade de causar problemas na planta in vitro. Porém, mesmo utilizando compostos 

antifúngicos e antibacterianos de amplo espectro, frequentemente estes produtos falham 

em eliminar todos os micro-organismos alvos, além de apresentarem efeitos colaterais 

negativos no crescimento e/ou enraizamento de explantes em culturas de tecidos vegetais 

(Costa et al., 2010). 

 

2.3 ENDOFÍTICOS 

 

Embora o entendimento sobre a identidade, fontes e epidemiologia dos 

diferentes contaminantes microbianos tenha avançado nos últimos anos, a detecção de 

contaminantes bacterianos latentes e a eliminação da contaminação fúngica de culturas 

estabelecidas in vitro permanecem à espera de desenvolvimento de novas estratégias 

(Costa et al., 2010). 
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Autores divergem em relação às definições de micro-organismos endofíticos. 

Esses micro-organismos foram definidos, por Hallmann et al. (1997), como micro-

organismos isolados de tecidos vegetais apenas desinfestados superficialmente ou isolados 

de partes internas das plantas, e que não causam danos ao hospedeiro incluindo relações 

neutras e simbióticas. Johnston-Monje & Raizada (2011) definem os endofíticos como, 

micro-organismos não patogênicos que vivem no interior das plantas e Melo (2007, 2013) 

define endofíticos como micro-organismos associados às plantas que vivem 

sistematicamente no seu interior sem causar aparentemente danos a seus hospedeiros.  

Para Azevedo et al. (2000) todos os organismos que habitam, pelo menos 

durante um período de seus ciclos de vida no interior de um vegetal podem ser 

considerados endofíticos. Os fungos epifíticos são aqueles que vivem na superfície das 

plantas e os fungos patogênicos são os que causam moléstias em plantas. O autor comenta 

que a distinção destes micro-organismos é de cunho didático, não sendo possível ainda 

definir limites entre as três categorias. Azevedo (1999) indica que fungos endofíticos, 

podem tornar-se patógenos conforme as condições de ambiente ou equilíbrio com outros 

endofíticos. Um micro-organismo epifítico pode, eventualmente, entrar em uma planta e lá 

permanecer por certo período, causando ou não danos à mesma (Cassells, 1991; Azevedo, 

1999). 

Partida-Martínez & Heil (2011) utiliza o termo endofítico para todos os micro-

organismos que se desenvolvem dentro de tecidos vivos da planta como sugere a 

etimologia da palavra. Para o autor é impossível avaliar as formas de interações de micro-

organismos em todos os conjuntos possíveis de condições ambientais. Existem endofíticos 

cuja presença em certas condições provoca efeitos negativos, tornando-se patogênicos. 

Enquanto micro-organismos com efeitos neutros ou positivos sobre o hospedeiro 

representam os "clássicos" endofíticos. 

A atividade de alguns fungos endofíticos em seus hospedeiros já foi relatada na 

literatura. Já foram identificados alguns endofíticos em lenhosas como em Palicourea 

longiflora (Aubl.) Rich e Strychnos cogens Bentham (Souza et al., 2004), Anacardium 

occidentale (Bezerra et al., 2009), Pinus taeda L. (Pimentel et al., 2010), Piper aduncum L. 

(Piperaceae) (Silva et al., 2010) e Luehea divaricata Martius (Targa et al., 2011). 

Muitos fungos endofíticos são transmitidos através das sementes, ou seja, 

verticalmente à própria descendência (Johnston-Monje & Raizada, 2011). Barros et al. 

(2000) comentam que fungos do gênero Oidium podem ser transportados pela semente, 
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mas esta tem pouca importância como agente de dispersão para a cultura do feijão. Outros 

endofíticos têm a capacidade de colonizar tecidos vegetais, uma vez que existe em uma 

planta e contaminam plantas sadias. São transmitidos por contato durante a germinação, ou 

em estágios mais avançados de desenvolvimento, sendo denominado de transmissão 

horizontal (Partida-Martínez & Heil, 2011). 

 

2.3.1 Agente patogênico Oidium 

 

As doenças em plantas conhecidas como oídios são causadas por fungos 

parasitas obrigatórios, que dependem do hospedeiro vivo para seu crescimento e 

reprodução. Apresentam uma forma bem evoluída de parasitismo, pois podem conviver 

com o hospedeiro durante todo o ciclo de vida, sem levá-los à morte. Esta especificidade é 

demonstrada pela ocorrência de raças fisiológicas do patógeno, capazes de atacar 

determinadas espécies de plantas e variedades de uma mesma espécie vegetal 

respectivamente (Bedendo, 2011). 

Fungos que causam o oídio colonizam as células da parte superior da folha 

(epiderme) por meio da emissão de haustórios, permanecendo o resto da hifa na parte 

externa da planta (Stadnik, 2000, Barbosa et al., 2010). Apesar do fungo poder se 

desenvolver em ambas as faces da folha predomina na face inferior, a menos que a área 

esteja sombreada propiciando o crescimento do patógeno também na face superior da 

folha. Isto ocorre em função da sensibilidade do fungo à radiação solar. As folhas 

infectadas também podem se tornar subdesenvolvidas, retorcidas e murchas (Barbosa et al., 

2010). Infecções também podem ocorrer em caules, flores ou frutas. Células de absorção 

especializadas, denominadas haustórios, se estendem para as células da epiderme da planta 

para obter a nutrição. Enquanto a maioria dos fungos que causam oídio produz micélio 

epifítico, alguns gêneros produzem hifas que estão dentro do tecido foliar, o que é 

conhecido como crescimento endofítico (Heffer et al., 2006). 

Os agentes causais de oídios são fungos pertencentes à ordem Erysiphales 

(Stadnik, 2000), classe dos ascomicetos, com vários gêneros associados à oídios como: 

Erysiphe, Blumeria, Uncinula, Sawadaea entre outros. A fase imperfeita ou assexuada 

corresponde aos gêneros Oidiopisis, Ovopulariopis, Streptopodium e Oidium (Bedendo, 

2011).  
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O oídio de H. impetiginosus, causado pelo fungo do gênero Erysiphe, embora 

apresente distribuição mundial, é considerada uma doença de importância secundária 

(Sartorato et al., 1996). A forma assexuada deste fungo é o agente causal da doença e está 

amplamente distribuída entre as plantas cultivadas e silvestres, servindo-se de hospedeiros 

alternativos (Silva et al., 2001) entre eles: feijão (Sannazzaro et al., 2003), eucalipto 

(Ferreira, 1989; Silva et al., 2001) e ipês do gênero Handroanthus sp. sin. Tecoma sp. 

(Viegas, 1994). 

Os fungos que causam oídio necessitam de tecido vivo para seu 

desenvolvimento e reprodução. A sobrevivência do patógeno ocorre através do micélio e 

conídio produzidos nas plantas hospedeiras e hospedeiros alternativos. A disseminação é 

realizada principalmente pelo vento, que distribui os conídios por longas distâncias, a água 

também atua como agente de disseminação em forma de respingos. Quando os conídios 

atingem a superfície da folha, podem iniciar o processo de infecção. Para a germinação dos 

conídios a umidade relativa deve estar próxima a 95%. O conídio dá origem ao tubo 

germinativo, e na extremidade forma-se o apressório que adere a superficie da folha, a 

partir daí forma-se uma hifa que rompe a epiderme foliar. No interior da célula a hifa se 

dilata formando o haustório que se mantém na célula do citoplasma retirando nutrientes 

para o patógeno. A colonização é a emissão de haustórios para o interior das células do 

hospedeiro. Após a penetração, as hifas situadas na superfície das folhas começam a se 

ramificar. Com o desenvolvimento do micélio, os conídios começam a se reproduzir em 

grandes quantidades, caracterizando a fase de reprodução do patógeno, que é responsável 

pelos sintomas típicos de eflorescência branca pulverulenta nos órgãos atacados (Bedendo, 

2011). 

As principais medidas de controle de oídios utilizadas estão restritas ao 

emprego de variedades resistentes e ao uso de produtos químicos. A resistência genética do 

hospedeiro é a forma mais efetiva de controle, tanto do ponto de vista econômico quanto 

ambiental. A resistência de um genótipo é mais bem caracterizada quando o mesmo é 

submetido aos agentes fúngicos causadores de oídio nos estádios de plântula (quando são 

mobilizados genes maiores, a chamada “resistência completa”) e de planta adulta (para 

testar genes de menor efeito, responsáveis pela resistência parcial ou “de campo”) 

(Costamilan & Minella, 2009). Sendo possível o uso para seleção in vitro de genótipos de 

H. impetiginosus resistentes a oídio. 
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Em relação aos produtos químicos, os mais indicados são os fungicidas 

sistêmicos, pois além da capacidade de translocação na planta, a atuação sistêmica implica 

na diminuição da fitotoxidade para o hospedeiro. O controle de oídios é feito pelos 

benzimidazóis. O amplo espectro de ação valoriza muito este grupo de fungicidas, porque 

abrange outras doenças que ocasionam grandes prejuízos, em várias culturas como as 

antracnoses, cercosporioses, sarnas, mofos cinzentos e bolores. Os benzimidazóis 

constituem os fungicidas sistêmicos utilizados comercialmente, incluindo carbendazim, 

tiofanato-metílico e tiabendazol (Kimati, 2011). 

Estudos têm demonstrado que óleos e extratos de folhas de algumas espécies 

vegetais são eficientes no controle de doenças de plantas, seja pela ação fungitóxica direta 

ou pelo aumento no nível de resistência às doenças da cultura tratada (Martinez, 2001). Os 

extratos de Nim são mundialmente aprovados para uso em cultivos orgânicos. Possui ação 

repelente, como inibidor alimentar, reguladora de crescimento e inseticida, além de 

acaricida, nematicida e fungicida (Martinez, 2008). 

O Nim indiano (Azadirachta indica A. Juss) é utilizado como controle 

alternativo para fungos, e tem sua eficácia comprovada. Carneiro (2008) testou o efeito do 

Nim sobre oídio no feijoeiro e tomateiro. O óleo de Nim emulsionável a 0,25% e 0,5% 

controlou o oídio do tomateiro e a 0,5% controlou o oídio do feijoeiro, sem provocar 

fitotoxicidade. Os extratos de Nim também são eficientes para o controle de outros fungos. 

Foi utilizado o extrato aquoso das folhas de Nim em Angico (Anadenanthera colubrina 

(Vell.) Brenan) uma espécie arbórea. O extrato de Nim reduziu 62% da incidência de 

Penicillium sp. em relação à testemunha, e 46% a incidência de Aspergillus flavus 

comparada com a testemunha em sementes de angico. 

São escassos os relatos na literatura de Oidium sp. in vitro. Porém, 

recentemente, Tu et al. (2012) conseguiram estabelecer um método de cultivar Oidium 

heveae a partir de folhas isoladas de Hevea brasiliensis in vitro. Para obtenção do método 

as avaliações passaram por três etapas: seleção de nutrientes para as folhas com fungo, 

preparação do meio de cultura e inoculação do fungo. Este método contribuirá para o 

melhoramento da resistência de Hevea brasiliensis e, consequentemente, melhoria na 

produção de borracha. Além disso, servirá como modelo para estudos futuros de 

resistência, seleção manutenção de endofíticos in vitro. 
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3 ESTABELECIMENTO in vitro DE Handroanthus impetiginosus (Mart. 

ex DC.) Mattos. (Bignoniaceae) 

 

RESUMO 

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, conhecida 

popularmente como ipê-roxo, é economicamente importante pois sua madeira é utilizada 

para múltiplos fins. A utilização econômica da espécie ainda se dá exclusivamente por 

extrativismo. Para qualquer programa de domesticação e melhoramento genético, dominar 

a fase de propagação da espécie de interesse é fundamental. A propagação in vitro se 

propõe a produzir grande quantidade de plantas, em espaço reduzido e no menor espaço de 

tempo. Ajustes são necessários nos protocolos de descontaminação de sementes e nas fases 

posteriores de multiplicação e enraizamento para que se obtenha sucesso no 

estabelecimento in vitro. Os objetivos deste trabalho foram obter um protocolo de 

descontaminação de sementes de H. impetiginosus para germinação in vitro visando à 

posterior indução de multiplicação de novos brotos e enraizamento de estacas caulinares, 

estabelecendo assim, um protocolo de propagação in vitro da espécie. Além de identificar e 

estudar as relações micro-organismos e planta em H. impetiginosus in vitro. Foram 

testados diferentes períodos de imersão das sementes de H. impetiginosus em etanol 70% e 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) visando sua descontaminação e posterior 

germinação in vitro. Todos os tratamentos foram eficientes para o controle de fungos 

superficiais e bactérias. Porém, os mesmos métodos não controlaram contaminações de 

fungos do gênero Oidium, identificado através de cortes anatômicos de fragmentos foliares 

e análisados em microscopia optica e microscopia eletrônica de varredura.Visando a 

multiplicação via segmentos nodais foram utilizadas somente plântulas sadias oriundas do 

estabelecimento in vitro. Testaram-se tratamentos com a interação dos reguladores de 

crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) e ácido naftalenoacético (ANA). Na média, a 

indução de novos brotos foi baixa. Porém, houve valores atípicos em que um explante 

chegou a produzir nove brotos. Nestes tratamentos, a produção de calos e necrose foi 

elevada, de ocorrência comum em lenhosas, porém indesejável na fase de multiplicação. 

Foram realizados dois experimentos visando indução do enraizamento em estacas 

caulinares. No primeiro experimento, os tratamentos variaram as concentrações do meio 

MS, sacarose e da auxina ácido naftalenoacético (ANA). O segundo experimento variou 

apenas as concentrações do regulador de crescimento ácido indolbutírico (AIB) em meio 

MSG. A formação de raízes adventícias com ANA foi baixa, sendo necessários mais 

estudos. Com o uso de MSG e AIB foram altas as taxas de enraizamento e boa qualidade 

das raízes formadas. O melhor tratamento utilizou 6,0 mg.L
-1 

de AIB, com 92% de 

enraizamento após 40 dias. 

 

Palavras-chave: Cultura de tecidos, ipê roxo, organogênese. 

_______________ 
1
 Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA-UFG. 
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ABSTRACT 

IN VITRO ESTABLISHMENT OF Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos. 

(Bignoniaceae) 

 

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, popularly known as ipê-

roxo, is economically important because its wood, medicinal and ornamental uses. The 

economic utilization of the species still occurs exclusively by extraction. For any program 

of domestication and genetic improvement, dominate the propagation of the species of 

interest is fundamental. In vitro propagation is proposed to produce large quantity of plants 

in a small space and in the shortest time. Adjustments are necessary in decontaminating 

protocols for seeds and in the further multiplication and rooting protocols to obtain 

successful in vitro establishment. The goals of this study were to obtain a protocol for 

seeds decontamination of  H. impetiginosus for in vitro germination in order to further 

multiplication of new shoots and rooting of stem cuttings, thereby establishing a protocol 

for in vitro propagation of the species. We tested different periods of soaking of H. 

impetiginosus seeds in 70% ethanol and sodium hypochlorite (2% active chlorine) aiming 

decontamination and subsequent in vitro germination. All treatments were effective for the 

control of fungal and bacterial on the seed surface. However, those methods do not control 

the fungi of the genus Oidium, that was identified by anatomical cuts of leaf fragments and 

examined under optical microscope and scanning electron microscopy. Only nodal 

segments derived from healthy seedlings were used for in vitro establishment. 

Multiplications of new shoots from nodal segments, were tested with the interaction of 

growth regulators 6-benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (NAA). On 

average, the induction of new shoots was low. However, there were outliers in which an 

explant reached nine new shoots. In these treatments, tissue necrosis and the callus 

production were high, a common occurrence in wood plants, but undesirable in the 

multiplication phase. Two experiments were conducted in order to induce rooting in stem 

cuttings. In the first experiment, treatments varied concentrations of MS medium, sucrose 

and auxin naphthalene acetic acid (NAA). The second experiment varied the 

concentrations of growth regulator IBA (IBA) and MSG medium. The formation of 

adventitious roots with ANA was low, indicatind that more research is needed. With the 

use of MSG medium and AIB were obtained high rates of rooting and good quality of roots 

formed. The best treatment used 6.0 mg.L-1 IBA, with 92% rooting after 40 days. 

 

Key words: Ipê roxo, tissue culture, organogenesis 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, conhecida 

popularmente como ipê-roxo, possui importância por sua utilização madeireira, medicinal 

e ornamental (Lorenzi & Matos, 2002; Gemaque et al., 2002). Porém, a exploração deste 
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recurso vegetal ainda se faz de maneira extrativista e predatória, colocando a espécie em 

risco (Gemaque et al., 2002). 

A propagação via semente de H. impetiginosus possui algumas dificuldades 

como baixa viabilidade e longevidade das sementes (Maeda E Matthes, 1984; Lorenzi & 

Matos, 2002), sementes atacadas por insetos e fungos antes e após a maturação fisiológica 

(Botelho et al., 2008) e produção irregular de frutos e sementes, fato comum para muitas 

espécies arbóreas do Cerrado (Högberg et al., 1998). 

Em qualquer programa de domesticação e melhoramento genético, dominar a 

fase de propagação da espécie é fundamental. Uma das técnicas empregadas é a 

propagação in vitro, ou micropropagação, que propõem-se a produzir grande quantidade de 

plantas, em espaço reduzido e no menor espaço de tempo. Porém, para obter altas taxas de 

multiplicação é necessário o ajuste do respectivo protocolo (Schuch & Erig, 2005). 

O estabelecimento in vitro é uma etapa determinante no processo de 

micropropagação, principalmente, se os explantes são oriundos de plantas no campo, em 

função de altas taxas de contaminação dos tecidos (Alfenas et al., 2004). O sucesso da 

técnica tem como seu ponto de partida a recomendação de um protocolo de assepsia e 

estabelecimento in vitro com o maior número de explantes assépticos, menor produção de 

compostos fenólicos (oxidação) e com maior sobrevivência dos explantes para as etapas 

seguintes (Fermino Junior et al., 2009). 

Por demandar cultivo asséptico, contaminações causadas principalmente por 

fungos e bactérias na cultura de tecidos de plantas constituem a principal causa de perda de 

material vegetal in vitro (Dantas et al., 2002). O meio de cultura proporciona um ambiente 

favorável para o crescimento de fungos, bactérias e leveduras (Dantas et al., 2002), 

podendo alcançar valores de 3% a 15% a cada subcultivo (Pereira et al., 2003). 

A multiplicação é a segunda fase da propagação in vitro de plantas. Nesta etapa 

os explantes já possuem um crescimento uniforme e adequado, seguindo com o propósito 

de multiplicação das gemas ou das microestacas, para posterior enraizamento. As plantas 

desenvolvidas a partir desses explantes, por possuírem gemas antecedentes, geralmente são 

fiéis na reprodução do genótipo da planta matriz (Hartmann et al., 2002). 

Segmentos nodais foram também utilizados para a micropropagação de várias 

espécies, como em Eucalyptus spp (Dutra et al., 2009), Caesalpinia echinata Lam. 

(Aragão et al, 2011) e H. impetiginosus (Larraburu et al., 2011). Normalmente haverá 

maior sucesso se forem utilizados tecidos jovens, pois possuem maior competência 
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organogenética. Explantes que contém tecidos meristemáticos são preferidos e eles são 

encontrados em gemas caulinares, apicais e axilares (Peres, 2002). Os segmentos nodais 

contendo as gemas são isolados e inoculados in vitro, estas são incitadas ao crescimento, 

dando origem a brotos (Grattapaglia & Machado, 1998). 

Outra fase importante do cultivo in vitro é o enraizamento das microestacas 

obtidas. Este é o resultado final da micropropagação, e consiste na formação de raízes 

adventícias na base das microestacas (Eitzke et al., 2009). Hartmann et al. (1997) relatam 

que as auxinas são essenciais para indução do enraizamento adventício e uniformização da 

formação de raízes, inclusive, influenciam na qualidade das raízes formadas (Schmildt et 

al., 2010). 

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um protocolo de 

descontaminação de sementes de Handroanthus impetiginosus para germinação in vitro 

visando à posterior indução de multiplicação de novos brotos e enraizamento de estacas 

caulinares, estabelecendo assim, um protocolo de propagação in vitro da espécie. Além de 

identificar e estudar as relações micro-organismos e planta em H. impetiginosus in vitro. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais, 

no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás – UFG, em Goiânia, 

Goiás. Foram utilizadas sementes de H. impetiginosus, oriunda de uma matriz localizada 

no parque municipal Leolídio di Ramos Caiado, em Goiânia, GO. Os frutos foram colhidos 

quando se tornaram visíveis sua deiscência e o início da queda das sementes.  

 

3.2.1 Condições de cultivo  

 

O meio de cultura utilizado foi o MS (Murashige e Skoog, 1962), 

suplementado com inositol a 100 mg.L
-1

, sacarose a 30 g.L
-1

 e solidificado com ágar a 7 

g.L
-1

. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi realizada a 120°C, por 20 

minutos. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 

2°C, fotoperíodo de 16 h na luz e 8 h no escuro e irradiância de 36 mmol m
-2

 s
-1

. 
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3.2.2 Germinação in vitro  

 

Foram selecionadas para o experimento, as maiores sementes de coloração 

amarelo-amarronzado claro. Em seguida, as alas membranáceas foram retiradas para evitar 

a retenção de água e auxiliar o processo de descontaminação. As sementes foram 

submetidas a diferentes tempos de imersão em soluções de etanol 70% e hipoclorito de 

sódio (2% de cloro ativo), acrescida de uma gota de detergente neutro para cada 100 mL de 

solução (Tabela 3.1). Após o tratamento com hipoclorito de sódio, e em câmara de fluxo 

laminar, as sementes foram enxaguadas por três vezes com água deionizada e autoclavada, 

e inoculadas em frascos de 300 mL com 30 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962). 

 

Tabela 3.1  Tratamentos utilizados visando à descontaminação das sementes e germinação in 

vitro de Handroanthus impetiginosus. 
 

Tratamentos Água* Etanol (70%)* Hipoclorito de sódio (2%)* 

T1 0 2 10 

T2 0 5 20 

T3 0 7 30 

T4 30 2 10 

T5 30 5 20 

T6 30 7 30 

*Tempo de imersão em minutos 

 

Foram avaliados diariamente os parâmetros: presença ou ausência de 

contaminação fúngica ou bacteriana, sementes oxidadas, emissão de parte aérea, emissão 

de radícula, desenvolvimento normal da plântula. O delineamento utilizado foi o 

inteiramente casualizado, com cinquenta repetições, e uma semente por frasco.  
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Figura 3.1 Seleção e descontaminação de sementes de Handroanthus impetiginosus. Seleção de 

frutos (A), retirada das alas membranáceas das sementes (B), desinfestação das 

sementes utilizando de soluções de etanol 70% e Hipoclorito de sódio 2% (C), 

inoculação in vitro em meio MS (D). Barra = 1 cm. 

 

 

3.2.3 Avaliações anatômicas de folhas de plântulas de H. Impetiginosus 

obtidas in vitro 

 

Para a caracterização anatômica foram utilizadas folhas de plântulas de H. 

impetiginosus desenvolvidas durante dois meses in vitro. No total, doze folhas foram 

selecionadas apresentando diferentes graus de infecção pelo fungo. Para cada folha foram 

feitos cinco cortes, fragmentos da região mediana da lâmina foliar (próxima à nervura 

central). As amostras foram fixadas em FAA70 (etanol 70%, ácido acético e formol) por um 

período de 24 horas e posteriormente armazenadas em etanol 70%. A confecção das 

lâminas histológicas foi realizada a partir de secções transversais da lâmina foliar. Os 

cortes foram realizados a mão livre. As secções foram clarificadas com hipoclorito de 

sódio a 6%, lavadas em água destilada e em seguida submetidas à dupla coloração com 

fucsina básica 0,1% e azul de astra 0,3% na proporção 1:3 (em média 3 min.), desidratadas 

em série etílica, diafanizadas em acetato de butila e montadas em resina sintética (Paiva et 
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al., 2006). Para complementar a análise anatômica, foi utilizado em alguns cortes 

transversais o reagente lactofenol (contendo azul de metileno). O reagente lactofenol é 

composto de 20,0 g de fenol, 20,0 g de ácido lático, 40,0 g de glicina, 0,05 g de azul de 

metileno (ou azul de algodão), 20,0 mL de água destilada. As fotomicrografias das secções 

transversais foram obtidas com auxílio do microscópio Leica DM 500. 

Para a observação em MEV (microscopia eletrônica de varredura) alguns 

fragmentos foliares, previamente fixados em FAA70 e armazenados em etanol 70%, foram 

seccionados nos sentidos transversal e longitudinal em amostras com aproximadamente um 

cm de comprimento. As amostras passaram por desidratação em série alcoólica (etanol a 

70, 80, 90 e 99,1%) por 15 minutos cada. Em seguida, foram submetidas ao sistema de 

secagem durante quarenta minutos por ponto crítico de CO2 – aparelho Autosamdri
®
, 815, 

Série A. Logo após, as amostras foram coladas em stubs, e metalizadas com ouro. A 

deposição do filme de ouro ocorreu por dois minutos, mas a metalização durou em torno de 

vinte minutos, feita com o aparelho Detin Vacuum. Em seguida as amostras foram 

observadas o MEV. 

 

3.2.4 Multiplicação in vitro  

 

Para verificar a resposta morfogênica, segmentos nodais de plantas germinadas 

in vitro com 60 dias de idade foram seccionados transversalmente com auxílio de um 

bisturi deixando a base em bisel. Os explantes com aproximadamente 1,0 cm de 

comprimento, continham duas gemas axilares. Estes foram cultivados em tubos de ensaio, 

contendo 20 mL de meio de cultura MS, na presença de diferentes concentrações do 6-

benzilaminopurina (BAP) e ácido naftalenoacético (ANA) (Tabela 3.2). Após 40 dias, 

avaliaram-se o número de brotos por explante, número de folhas emitidas e comprimento 

maior de gemas, calogênese e necrose (morte total ou parcial dos explantes). Também foi 

avaliada a taxa de multiplicação, dividindo-se o número de gemas no final de cada período, 

pelo número inicial de gemas do explante, no estabelecimento do experimento (duas 

gemas) segundo metodologia descrita por Erig & Schuch (2002). Foram realizados mais 

dois subcultivos, com avaliações cada 30 dias. O delineamento utilizado foi o inteiramente 

casualizado, com 23 repetições, e um segmento nodal por tubo de ensaio. 
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Tabela 3.2 Tratamentos utilizados para indução de novos brotos em seguimentos nodais de 

Handroanthus impetiginosus obtidos de plântulas com 60 dias de cultivo in vitro 

em meio MS. 

Tratamentos BAP (citocinina) mg.L-
1
 ANA (auxina) mg.L-

1
 

T1 0.0 0.0 

T2 2.5 0.1 

T3 1.0 0.5 

T4 2.5 0.5 

T5 4.0 0.5 

T6 2.5 1.0 

 

 

3.2.5 Enraizamento in vitro 

 

Brotos de H. impetiginosus oriundos do experimento de multiplicação foram 

submetidos a dois experimentos para indução de raiz. Em ambos os experimentos, 

explantes com aproximadamente 4,0 cm de comprimento, foram cultivados em frascos de 

300 mL com 30 mL meio de cultura. Após 40 dias, avaliaram-se a presença de raiz, 

número de brotos, tamanho do broto maior e o tamanho da maior raiz. 

 

3.2.5.1 Enraizamento in vitro utilizando diferentes concentrações do meio 

MS, sacarose e ácido naftalenoacético  

 

Os tratamentos utilizados neste experimento estão descritos na (Tabela 3.3). Os 

explantes foram cultivados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962). O 

delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis repetições, e um explante 

por frasco. Após a primeira avaliação, realizada 40 dias após a inoculação, foi realizado 

um subcultivo transferindo os explantes para novos meios, porém, nos mesmos 

tratamentos. Nova avaliação foi realizada após 30 dias. 
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Tabela 3.3 Tratamentos utilizados para indução raiz em brotos de Handroanthus impetiginosus  

 
Tratamento Meio de Cultura Sacarose g.L-

1
 ANA (auxina) mg.L-

1
 

T1 ½ MS 30.0 0.0 

T2 ½ MS 30.0 1.0 

T3 ½ MS 45.0 1.0 

T4 MS 30.0 0.0 

T5 MS 30.0 1.0 

T6 MS 45.0 1.0 

 

 

 

3.2.5.2 Enraizamento in vitro utilizando diferentes concentrações de ácido 

indolbutírico 

 

Os tratamentos utilizados neste experimento estão descritos na (Tabela 3.4) e 

foram baseados no trabalho de Larraburu et al. (2012) para H. impetiginosus. Os explantes 

foram cultivados em frascos de 300 mL com 30 mL de meio de cultura MSG (meio 

Murashige & Skoog (1962) suplementado com vitaminas B5 (Gamborg et al. 1968). O 

delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 30 repetições, e um explante por 

frasco.  

 

Tabela 3.4 Tratamentos utilizados para indução raiz em brotos de Handroanthus impetiginosus 

obtidos de plântulas in vitro em meio MS acrescido de diferentes concentrações de 

ácido indolbutírico (AIB). 
 

Tratamento AIB (auxina) mg.L
-1

 

T1 0.0 

T2 2.0 

T3 4.0 

T4 6.0 

T5 8.0 

T6 10.0 

 

 

3.2.6 Análises estatísticas 

 

A normalidade dos dados obtidos para os tratamentos foi testada pelo teste de 

Lilliefors. Os tratamentos foram comparados por análise de variância ANOVA, seguido 

por teste Tukey quando paramétricos ou por análise de variância pelo teste não-
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paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes de comparações múltiplas (Teste de 

Dunn) na ausência de normalidade ou homogeneidade de variâncias. Todos os testes foram 

realizados ao nível de significância de 5%. As análises estatísticas foram conduzidas com 

auxílio do software Biostat 5.0 (Ayres et al., 2007). 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Germinação in vitro 

 

Para as variáveis contaminações fúngicas e bacterianas, não houve diferenças 

significativas entre os tratamentos, observando-se reduzidas médias gerais (3,0% e 0,5% 

respectivamente) (Tabela 3.5). Pode-se inferir que o etanol 70% e hipoclorito de sódio (2% 

de cloro ativo), foram eficientes em controlar estes micro-organismos associados 

superficialmente às sementes de H. impetiginosus. Botelho et al. (2008) utilizaram para 

desinfestação de oito amostras de sementes de H. impetiginosus a imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 1% por três minutos. No trabalho de Botelho et al. (2008), a assepsia 

proporcionou redução drástica na incidência fúngica, com taxa média de 90%, podendo-se 

concluir que a maioria dos fungos estava contaminando a superfície das sementes. 

 

Tabela 3.5.  

 

Porcentagem de germinação e indivíduos contaminados por fungos e bactérias de 

Handroanthus impetiginosus submetidas a diferentes tratamentos de 

descontaminação após 30 dias de cultivo. 
 

 Tratamentos Germinação (%) Fungos (%) Bactérias (%) 

T1 99 a 0 a 0 a 

T2 93 a 2 a 0 a 

T3 100 a 0 a 0 a 

T4 98 a 4 a 6 a 

T5 88 a 6 a 0 a 

T6 89 a 6 a 0 a 

Média 94,5 3,0 0,5 

CV* (%) 5,55 - - 

Médias seguidas de letras iguais nas colunas não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,5) (% germinação 

e pelo teste de Dunn (p>0,5) (porcentagem de indivíduos contaminados por fungos e bactérias). T1) 2 min. 

em etanol 70% e 10 min. em NaOCl 2%; T2) 5 min. em etanol 70% e 20 min. em NaOCl 2%; T3) 07 min. 

em etanol 70% e 30 min. em NaOCl 2%; T4) 30 min. ddH2O, 02 min. em etanol 70% e 10 min. em NaOCl 

2%; T5) 30 min. ddH2O, 05 min. em etanol 70% e 20 min. em NaOCl 2%; T6) 30 min. ddH2O, 07 min. em 

etanol 70% e 30 min. em NaOCl 2%. 
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Na micropropagação in vitro o aparecimento de agentes contaminantes, ainda 

que em baixas proporções são indesejáveis. Pois, qualquer micro-organismo que entrar em 

contato com o meio terá condições de se desenvolver e, como consequência, inviabilizará a 

cultura. Os micro-organismos competem com os explantes em espaço, carboidratos (fonte 

de energia), nutrientes e outros compostos podendo liberar no meio de cultivo substancias 

tóxicas e prejudiciais ao crescimento do material vegetal in vitro (Pascoal et al., 2010). 

Em todos os tratamentos, todas as sementes oxidaram. Em cultura de tecidos 

vegetais, durante o processo de manipulação do material vegetal, explantes podem liberar 

substâncias como taninos e fenóis que, em contato com o ar, oxidam e causam 

escurecimento no tecido (Andrade et al., 2000). Esta liberação é desencadeada a partir de 

ferimentos decorrentes dos cortes ou injúrias que envolvem os processos de extração, 

limpeza e repicagem dos explantes (Paiva & Aloufa, 2009). Muitas vezes, a oxidação 

também pode inibir o desenvolvimento do explante (Grattapaglia & Machado, 1998). 

Porém, não foi o que ocorreu com as sementes de H. impetiginosus. A porcentagem de 

germinação in vitro não foi afetada pelos tratamentos de desinfestação utilizados e também 

não foi afetada pela oxidação que ocorreu com as sementes in vitro (Tabela 3.5). Pereira et 

al. (2011) trabalhando com clones de bananeira verificaram que o tratamento com 

hipoclorito de sódio a 2% de cloro ativo apresentou 90% de oxidação, porém sem provocar 

a perda dos explantes. 

Vários trabalhos têm usado hipoclorito de sódio para desinfestação de 

explantes de H. impetiginosus obtendo bons resultados como Gemaque et al. (2002), Silva 

et al. (2004) e Botelho et al. (2008). Porém, a utilização de etanol (70%) junto a hipoclorito 

de sódio tem alcançado melhores resultados como em Tabebuia chrysotricha (Wielewskl, 

2001), Eucalyptus grandis (Titon et al., 2007) e Tabebuia serratifolia (Nery et al., 2008). 

O álcool atua desnaturando proteínas das células microbianas, e possui também ação 

detergente que provoca a remoção mecânica dos micro-organsmos.  E o hipoclorito de 

sódio além de inativar reações enzimáticas dos organismos, degrada lipídios e ácidos 

graxos (Pascal et al, 2010). 

Os frutos de H. impetiginosus neste trabalho foram coletados de acordo com 

Gemaque (2002) que, analisando em conjunto os parâmetros físicos e fisiológicos de frutos 

e sementes, sugeriu que a colheita de sementes deveria ser realizada no início do processo 

de deiscência dos frutos e dispersão das sementes. Em trabalho anterior, Degan et al. 
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(2001) verificaram que sementes de ipê-branco (Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith) 

recém-colhidas no estádio maduro, apresentaram germinação máxima de 56,7%. 

Nesse estudo, não foi observada nenhuma deficiência nutricional em relação ao 

meio MS e seu ajustamento às exigências nutricionais das plântulas de H. impetiginosus. 

Nery et al. (2008) trabalhando com Tabebuia serratifolia Vahl Nichols para germinação in 

vitro, indicaram que os meios de cultura MS e WPM (Woody Plant Medium - Lloyd & 

McCown, 1980) proporcionaram o mesmo resultado na germinação in vitro de sementes 

desta espécie. 

Vinte dias após o inicio do experimento in vitro, houve o aparecimento de 

pequenas estruturas esbranquiçadas, alongadas, em pequenos pontos na região abaxial das 

folhas primárias nas plântulas de H. impetiginosus. Este sintoma surgiu igualmente 

distribuído em todos os tratamentos. As análises morfológicas das folhas com estes 

sintomas e as lâminas com cortes histológicos permitiram concluir que se tratava de 

contaminação por um fungo do gênero Oidium. Caracterizado por causar aspecto 

esbranquiçado na região abaxial das folhas e esporulação branca, clorose e 

encarquilhamento das folhas, este fungo pode provocar diferentes graus de severidade. Os 

sintomas foram semelhantes aos encontrados por Paz Lima et al. (2004), em Capsicum sp. 

que adaptou para a espécie em estudo, escalas de notas do índice de esporulação e índice 

de folhagem infectada. 

Embora este tipo de contaminação prejudique os passos seguintes no 

estabelecimento de plântulas in vitro, estes resultados abrem a possibilidade do estudo 

mais detalhado da relação fungo-hospedeiro nesta espécie e de possíveis formas para seu 

controle. As plântulas que não apresentaram contaminação por Oidium foram utilizadas 

nos experimentos seguintes de multiplicação in vitro, enraizamento e calogênese. 

 

 

3.3.2 Avaliações anatômicas de folhas de plântulas de H. Impetiginosus 

obtidas in vitro  

 

Após análises morfológicas das folhas com sintomas e as lâminas com cortes 

histológicos, o fungo encontrado nas folhas de H. Impetiginosus obtidas in vitro foi 

identificado como Oidium Sacc. utilizando a chave de classificação de Barnett & Hunter 
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(1998). Este é o primeiro relato de Oidium sp. causando oídio na espécie H. impetiginosus 

in vitro.  

A contaminação por Oidium em H. impetiginosus em campo já foi relatada por 

Alencastro Filho (2006) e Melo (2011). Alencastro (2006) ainda comenta que os estudos 

são poucos e isolados, havendo a necessidade de pesquisas mais aprofundadas para este 

grupo de fungos. Botelho et al. (2008) complementa indicando que a importância dos 

patógenos associados às sementes é evidente. Porém, são escassas as informações a 

respeito da qualidade sanitária das sementes de espécies florestais nativas utilizadas, 

especificamente H. impetiginosus.  

Geralmente o micélio de Oidium sp. não é espalhado por toda a superfície 

abaxial das folhas (Figura 4.4 A e B). Amorim & Pascholati (2011) relatam que fungos 

parasitas biotróficos necessitam de tecido vivo, então colonizam porções limitadas do 

hospedeiro para rapidamente produzir suas estruturas reprodutivas. Um longo período de 

tempo sem se reproduzir, pode ser desvantajoso para o fungo, pois cedo ou tarde as células 

parasitadas irão se exaurir. 

Nas lâminas preparadas não foram observadas estruturas da fase sexuada, 

apenas a presença de micélio na superfície abaxial das folhas (Figura 4.4 C, D) e estruturas 

formadas a partir de ramificações das hifas, conídios e conidióforos, visualizados na forma 

hialina, sem a presença de pigmentos (Figura 4.4 E e F). A partir dos conidióforos se 

formarão esporos assexuais denominados conídios, o modo mais comum de reprodução 

assexuada em fungos.  
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Figura 3.2 

 

Severidade e microscopia óptica de Oidium sp. em Handroanthus impetiginosus. A 

e B - Face inferior de folha de H. impetiginosus com Oidium, exibindo sintomas do 

patógeno. Barras: 1 cm. C e D - Corte transversal das folhas com micélio na região 

abaxial. E - Conidióforos e conídios em microscopia de luz. F - Detalhe do conídio 

(Barra: 50 m: C, D, E, 30µm: F). 

 

Na Figura 3.3 estão indicadas as fases iniciais do desenvolvimento do fungo e 

surgimento de micélio, conidióforos e conídios sobre a epiderme da face abaxial das folhas 

cultivadas in vitro. Em um primeiro momento, ocorre a elevação da epiderme e a 

deformação da região sob os estômatos (Figura 3.3 A), que pode ser vista em detalhe na 

Figura 3.3 B. A presença de hifas do fungo nestas elevações foi observada em laminas 

coradas com lactofenol e está indicada na Figura 3.3 C. Após o surgimento das primeiras 

hifas pela região do estômato das folhas, o fungo continua seu desenvolvimento e inicia a 

diferenciação em conidióforos (Figura 3.3 D). 
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Figura 3.3 Alterações anatômicas em tecidos de folhas provenientes do cultivo in vitro 

causadas pela presença do fungo Oidium sp. Cortes da região mediana da lâmina 

foliar indicando alterações na região abaxial da folha sob os estômatos (es) em (A) e 

com maior detalhe em (B). Presença do fungo (fg) Oidium sp. no interior da 

elevação que se forma abaixo dos estômatos corada com lactofenol (C). 

Denselvovimento externo de hifas (hf), micélio e diferenciação em codidióforos 

(D). 

 

Com o auxílio da microscopia de varredura (Figura 4.7) este padrão de 

desenvolvimento pode ser melhor visualizados. Nas fotos, além da deformação da região 

sob os estômatos (Figura 4.7 A e B) e da elevação da epiderme (Figura 4.7 C), também 

ficou nítida a formação dos conidióforos a partir da diferenciação de hifas que surgem em 

regiões próximas aos estômatos (Figura 4.7 A; C e D). Os apressórios apresentaram-se 

indistintos, caracterizados apenas por leve dilatação da hifa. Estruturas na fase sexuada não 

foram encontradas.  
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Figura 3.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) indicando a colonizando por Oidium sp 

da região abaxial de folhas Handroanthus impetiginosus desenvolvidas in vitro. A) 

Conjunto de hifas e diferenciação em conídio (cn) a partir da região dos estômatos 

(es). B) Início formação conídio (cn). C) Elevação da região epidérmica sob os 

estômatos (es) e formação de conídio (cn). D) Presença de micélio e formação de 

vários conidióforos (cn). Barras: A: 100 m; B, C e D: 500 m. 

 

 

Os estudos in vitro realizados com H. impetiginous permitem conhecer mais 

sobre a interação deste patossistema. A infecção de sementes florestais já tem sido muito 

relatada na literatura. Porém, com poucas soluções de controle até o momento. Testar 

diferentes metodologias de controle incluindo métodos alternativos para o controle de 

Oidium em H. impetiginous, será importante para extrapolar para o controle de patógenos 

em nível de gênero e família.  

 

3.3.3 Multiplicação in vitro 

 

As respostas fisiológicas na multiplicação in vitro de brotos com o uso de 

diferentes concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) e ácido naftalenoacético (ANA) a 

partir de segmentos nodais (Tabela 3.6) favoreceram o desenvolvimento de uma pequena 



56 

 

 

taxa de multiplicação de 0,55 novos brotos por explante (Figura 3.5 A, B). Não houve 

diferença significativa para taxa de multiplicação entre os tratamentos utilizados e os 

subcultivos. 

 

Tabela 3.6 Taxas de multiplicação e porcentagem de explantes com brotos durante a 

micropropagação de Handroanthus impetiginosus 
. 

Tratamentos 

Taxa de multiplicação Explantes com brotos % 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

T1 0,24 a 0,54 a 0,54 a 64,0 a 70,83 a 76,0 a 

T2 0,86 a 0,43 a  0,54 a 47,82 a 81,82 a 39,13 a 

T3 0,36 a 0,54 a  0,46 a 52,0 a 58,33 a 44,0 a 

T4 0,52 a 0,59 a 0,61 a 68,0 a 70,83 a 44,0 a 

T5 0,40 a 0,38 a 0,41 a 44,0 a 58,33 a 40,0 a 

T6 0,76 a 0,55 a 0,72 a 70,83 a 82,61 a 45,83 a 

Média (%) 0,51 0,51 0,55 57,78 70,46 48,16 

CV* (%) 52,40 16,18 19,97 19,52 15,17 28,82 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05). *CV = coeficiente de 

variação.  T1- 0,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T2- 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,1  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T3 - 1,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 

0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T4 - 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido 

naftalenoacético; T5- 4,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T6 - 2,5  

mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 1,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético. 

 

 

Porém, uso de baixas concentrações de BAP e ANA no meio de cultura tem 

sido indicado como eficiente na multiplicação de brotos para espécies arbóreas como 

aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All) (Andrade et al., 2000), louro-pardo (Cordia 

trichotom (Vellozo) Arrabi da ex Steudel) (Mantovani et al., 2001), pau-rosa (Aniba 

rosaeodora Ducke) (Jardim et al., 2010) o clone de Eucalyptus grandis X E. urophylla 

(Oliveira, et al., 2011). 

Os explantes responderam positivamente a BAP e ANA em relação à produção 

de brotos no início e primeiro cultivo (Tabela 3.6), ocorrendo uma diminuição no segundo 

subcultivo. A presença constante ou excessiva de citocininas e de auxinas no meio de 

indução ou multiplicação de brotos pode desequilibrar o balanço hormonal endógeno dos 

explantes, além de inibir as respostas desejadas. A indução de brotos em explantes nodais 

de Pterocaupus marsupium, uma leguminosa arbórea somente foi possível por meio da 

utilização de meio de cultura com 0,4 uM de Thidiazuron (TDZ). Contudo, a presença 

continua de TDZ após a indução inibiu o alongamento dos brotos, sendo necessária a 

transferência dos explantes para outro meio com 5,0 uM de BAP (Husain et al., 2007). 
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A produção de calos em todos os tratamentos foi alta, chegando a média geral 

de 91% de explantes com calos no segundo subcultivo (Tabela 3.7). Os calos formados 

foram friáveis, com coloração creme a marrom de tamanho variado (Figura 3.5 E, F). A 

formação de calos na base do explante, seja este do tipo segmento nodal, ápice, caulinar ou 

brotação, é comum em espécies lenhosas, sendo considerada indesejável na 

micropropagação (Bassan et al., 2006). De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), 

quantidades excessivas de auxina e sacarose podem causar a formação de calos na base do 

explante, comprometendo a rizogênese e o crescimento da parte aérea. 

A necrose dos explantes foi maior no primeiro subcultivo com média geral de 

47% (Tabela 3.7). Andrade et al. (2000) trabalhando com aroeira (Myracrodruon 

urundeuva Fr. All), em relação às combinações de ANA com cinetina (CIN) e BAP, 

verificaram que os segmentos nodais e apicais tiveram pouca formação de brotos, pois os 

explantes tornavam-se necróticos e morriam. Essa pequena regeneração ocorreu em função 

da alta relação entre auxina e citocinina, o que normalmente leva à maior formação de 

raízes em detrimento à formação de parte aérea. Os autores também observaram tendência 

de escurecimento nos explantes, evidenciando a oxidação de compostos fenólicos, 

principalmente no início do estabelecimento da cultura. De acordo com Grattapaglia & 

Machado (1998), esse problema é sério, no que se refere ao isolamento de explantes de 

espécies lenhosas, cujos tecidos são mais ricos em compostos fenólicos, precursores da 

síntese de lignina. 
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Figura 3.5 Explantes submetidos à multiplicação de brotos. Segmento nodal com duas gemas 

axilares após 10 de cultivo (A); broto após 40 dias os tratamentos de indução a 

multiplicação de brotos (B); Indução de brotos (C, D); Indução de calos na região 

basal dos explantes (E); Calogênese e indução de brotos (F). Barras = 1 cm. 
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Tabela 3.7 Porcentagens de explantes com calos e porcentagem de brotos com necrose em 

explantes durante a micropropagação de Handroanthus impetiginosus  
 

Tratamentos 

Explantes  com calos (%) Brotos com necrose (%) 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

T1 20,0 b 32,0 b 72,0 a 0,0 a 52,0 a 28,0 a 

T2 100,0 a 100,0 a 100,0 a 21,74 a 30,43 a 56,5 a 

T3 100,0 a 100,0 a  96,0 a 12,0 a 48,0 a 40,0 a 

T4 100,0 a  100,0 a 95,83 a 24,0 a 40,0 a 44,0 a 

T5 100,0 a 100,0 a  92,0 a 8,0 a 60,0 a 24,0 a 

T6 100,0 a 100,0 a 95,83 a 12,5 a 52,0 a 28,0 a 

Média (%) 86,0 88,0 91,0 12,83 47,0 36,67 

CV (%) 37,68 31,31 10,98 37,68 31,31 10,98 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05). *CV = coeficiente de 

variação. T1- 0,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T2- 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,1  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T3 - 1,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 

0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T4 - 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido 

naftalenoacético; T5- 4,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T6 - 2,5  

mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 1,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético. 

 

 

Os brotos tiveram um baixo vigor e pequeno número de brotações produzidos 

na fase de estabelecimento in vitro. O número de brotações emitidas por explante não 

variou em função dos tratamentos testados e os consecutivos subcultivos, apresentando 

valor médio entre 1,25 e 1,74 brotos/explante (Tabela 3.8). Com relação ao número de 

brotos, a maior média com 1,48 brotos por explante foi encontrada com 1,0 mg.L
-1

 de BAP 

e 0,5 mg.L
-1

 de ANA (T3). Porém, houve tratamentos onde explantes obtiveram um 

número maior de brotos como em T2 com nove brotos por explante, e em T5 e T6, ambos 

com oito brotos por explantes (Figura 3.5 C, D). Em relação ao comprimento dos brotos, 

os resultados também apresentaram pequena variação não significativa. As maiores médias 

foram encontradas em T1 e T6 (Tabela 3.8). 

Para a variável número de folhas, não houve diferenças estatísticas entre os 

tratamentos utilizados e o períodos de subcultivo (Tabela 3.9). Houve formação de raízes 

somente em dois explantes do tratamento T1 (0,0 mg.L
-1

 de BAP e 0,0 mg.L
-1

 de ANA). 

De acordo com Souza & Pereira (2007), cada órgão vegetal necessita de demandas 

distintas de concentrações de auxina. Concentrações de ANA acima do ótimo podem 

induzir a síntese de outro regulador de crescimento, o etileno, por exemplo, propiciando 

senescência. 
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Tabela 3.8 Número médio de brotos e comprimento do maior broto em explantes durante a 

micropropagação de Handroanthus impetiginosus 
 

Tratamentos 

Número de brotações Comprimento dos brotos 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

T1 0,84 a 1,20 a 1,36 a 0,24 a 0,29 a 0,52 a 

T2 1,47 a 2,26 a 1,65 a 0,13 a 0,31 a 0,26 a 

T3 1,04 a 1,48 a 1,20 a 0,19 a 0,41 a 0,34 a 

T4 1,60 a 1,92 a 1,08 a 0,20 a 0,37 a 0,46 a 

T5 0,96 a 1,32 a 1,16 a 0.20 a 0,3 a 0,38 a 

T6 1,58 a 2,29 a 1,08 a 0,31 a 0,53 a 0,46 a 

Média 1,25 1,74 1,25 0,21 0,36 0,40 

CV* (%) 27,29 27,40 17,32 27,75 25,08 23,27 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05). *CV = coeficiente de 

variação . T1- 0,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T2- 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,1  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T3 - 1,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 

0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T4 - 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido 

naftalenoacético; T5- 4,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T6 - 2,5  

mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 1,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético. 

 

Tabela 3.9 Número folhas em brotos durante a micropropagação de Handranthus 

impetiginosus.  
 

Tratamentos 

Número de folhas 

Início 

(40 dias) 

Subcultivo 

(70 dias) 

Subcultivo 

(100 dias) 

T1 2,6 a 3,16 a 4,44 a 

T2 3,86 a 5,65 a 5,0 a 

T3 2,96 a 4,6 a 4,08 a 

T4 4,48 a 5,84 a 4,26 a 

T5 3,12 a 4,44 a 5,36 a 

T6 4,75 a 8,12 a 4,41 a 

Média 3,62 5,30 4,59 

CV* (%) 24,03 31,79 10,57 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05). *CV = coeficiente de 

variação . T1- 0,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T2- 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,1  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T3 - 1,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 

0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T4 - 2,5  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido 

naftalenoacético; T5- 4,0  mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 0,5  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético; T6 - 2,5  

mg.L-
1  

de 6-benzilaminopurina e 1,0  mg.L-
1  

de ácido naftalenoacético. 
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3.3.4 Enraizamento in vitro 

 

Explantes submetidos a diferentes concentrações de sacarose e ácido 

naftalenoacético (ANA) tiveram uma baixa resposta ao enraizamento in vitro. Quarenta 

dias após a inoculação não havia nenhuma formação de raiz. Os explantes foram 

inoculados em novos meios. Porém, 30 dias após a troca dos meios, não houve a formação 

de raízes além de ocorrer oxidação e formação de calos nas bases dos explantes.  

Em mogno (Swietenia macrophylla King), auxina ANA na concentração de 2,0 

e 5,0 mg.L
-1

 foi eficiente para indução do enraizamento, com percentual acima de 70%, 

tanto em ápice quanto em brotações (Lopes et al., 2001). Esta auxina deve ser melhor 

estudada em relação à indução de enraizamento de H. impetiginosus, em relação à 

quantidade a ser utilizada, acompanhando ou não por outros reguladores de crescimento. 

No segundo experimento, a taxa de enraizamento induzida pela presença de 

ácido indolbutírico (AIB) foi alta ( acima de 65%) não havendo uma diferença significativa 

na porcentagem de enraizamento nos tratamentos que continham esta auxina (Tabela 3.10). 

Souza & Pereira (2007), dizem que diferenças no potencial de enraizamento podem ser 

observadas dentro de indivíduos da mesma espécie. Tofanelli et al. (2002) estudaram o 

enraizamento de onze cultivares de pessegueiro e observaram que a concentração ótima de 

AIB versus porcentagem de enraizamento variou de acordo com cada cultivar utilizada.  

No trabalho de Larraburu et al. (2012) trabalhando com H. impetiginosus, com 

o meio MSG e AIB, as maiores porcentagens de enraizamento observadas foram em 

concentrações de 6,0 e 10,0 mg.L
-1 

de AIB com 88% e 83% respectivamente. No 

tratamento sem adição de AIB a porcentagem de enraizamento foi de 25-43%. Calos 

apareceram esporadicamente. Já em nosso trabalho, utilizando as mesmas condições, as 

maiores percentagens de enraizamento (92 e 87%) também foram observadas nas 

miniestacas tratadas com 6 e 10 mg.L
- 1

 de AIB, respectivamente (Tabela 3.10). O menor 

percentual de enraizamento (65%) foi obtido com 2 mg.L
-1

 de AIB. Porém, miniestacas 

que não receberam AIB apresentaram enraizamento de 57%, porcentagem maior do que no 

trabalho de Larraburu et al. (2012). O comprimento das raízes variou de 2,8 a 3,6 cm sem 

haver, no entanto, diferenças significativas entre as concentrações de AIB utilizadas.  

A formação de calos ocorreu em todos os tratamentos, inclusive no tratamento 

sem adição de AIB, com 24% dos explantes com calos (Tabela 3.10). Acredita-se que os 

níveis endógenos de auxinas nos explantes de H. impetiginosus eram altos, por isso houve 
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a formação de calos. Todos explantes tratados com 10 mg.L
-1 

de AIB, tiveram a formação 

de calos. Grattapaglia & Machado (1998), ressaltam que a formação de raízes grossas e/ou 

calos é indesejável durante esta etapa, visto que podem interferir na funcionabilidade do 

sistema radicular, comprometendo assim a aclimatização das plântulas. A formação de 

calos na base das estacas e a indução de raízes mais grossas tem sido mais frequentemente 

observada quando estas crescem em meios de cultura suplementado com a auxina ANA, 

embora o AIA e AIB também possam promovê-los (Grattapaglia & Machado, 1998) 

 
Tabela 3.10 Indução raiz em brotos de Handroanthus impetiginosus obtidos de plântulas in 

vitro em meio MS sob de diferentes concentrações de ácido indolbutírico (AIB) 

após 40 dias de cultivo. 

 
Tratamentos 

(mg.L
-1 

de AIB) 

Enraizamento (%) Comprimento 

das raízes (cm) 

Calos (%) Brotos Tamanho dos 

brotos (cm) 

T1 57 b 3,61 a 24 b 1,14 3,70 a 

T2 65 ab 3,04 a 84 a 1,1 a 2,65 a 

T3 80 ab 3,28 a 84 a 1,0 a 2,76 a 

T4 92 a 3,26 a 84 a 1,2 a 2,54 a 

T5 87 ab 2,80 a 91 a 1,0 a 2,54 a 

T6 85 ab 2,85 a 100 a 1,0 a 2,72 a 

Média 78 2.66 77 1,0 2,16 

CV(%) 17,65% 19,36% 34,84% 0,0 18,84% 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05). *CV = coeficiente de 

variação. T1- 0 mg.L
-1

 de de ácido indolbutírico (AIB); T2 - 2 mg.L
-1

 de de ácido indolbutírico (AIB); 

T3 - 4 mg.
L-1

 de de ácido indolbutírico (AIB); T4 - 6 mg.L-1 de de ácido indolbutírico (AIB); T5 - 8 

mg.L-1 de de ácido indolbutírico (AIB); T6 - 10 mg.L
-1

 de de ácido indolbutírico (AIB). 
 

As brotações e o tamanho dos brotos não diferiram estatisticamente entre os 

tratamentos, a média obtida em relação a números de brotos foi 1,0 e tamanho de brotos 

2,16 cm (Tabela 3.10). Botelho et al. (2005) trabalhando com estacas de Videira „43-43‟ 

(Vitis vinifera x V. rotundifolia), observou que os tratamentos com AIB apresentaram 

tendência de redução da porcentagem de brotação de estacas herbáceas. Em mogno 

(Swietenia macrophylla King), AIB apresentou pior desempenho, tanto para a porcentagem 

de enraizamento quanto para o número médio de raízes, em ápices e brotações, 

comparados aos resultados de ANA (Lopes et al., 2001). 

 

 

 

 

 



63 

 

 

3.4 CONCLUSÕES 

 

 Tratamentos para a descontaminação de sementes de H. impetiginosus baseados no 

uso de pré-lavagens em água, e diferentes tempos de imersão em etanol 70% e 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) propiciam baixos índices de contaminação 

exógena, por fungos e bactérias, e alta taxa de germinação in vitro. Porém, os 

mesmos métodos não controlam a contaminação o fungo do gênero Oidium. 

 Cortes anatômicos comprovam a infecção de H. impetiginosus in vitro por Oidium, 

tanto nos cortes analisados por microscopia óptica quanto os analisados por 

microscopia de varredura. Também fica demonstrada a forma de desenvolvimento 

do fungo no tecido foliar com a desuniformização da face abaxial foliar, elevação e 

deformação da região sob os estômatos, desenvolvimento de hifas na parte 

superficial da epiderme e diferenciação em conidióforos. 

 Segmentos nodais de plântulas de H. impetiginosus quando cultivados in vitro na 

presença de BAP e ANA possuem a capacidade de regenerar brotos, calos e raízes 

adventícias. A maneira complexa com que auxinas, citocininas e células interagem 

in vitro, revela a necessidade de novos estudos sobre concentrações e combinações 

de reguladores de crescimento visando aperfeiçoar o protocolo de regeneração e 

aumentar a multiplicação in vitro desta espécie. 

 O enraizamento in vitro de H. impetiginosus é induzido com sucesso com a 

utilização de AIB, porém existe a necessidade de ajuste do protocolo devido á 

formação de calo na base do explante. A auxina ANA para a indução de novas 

raízes em H. impetiginosus in vitro deve ser melhor estudada em relação à 

quantidade a ser utilizada, acompanhada ou não por outros reguladores de 

crescimento. 
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4 DETECÇÃO E CONTROLE DE OÍDIO EM Handroanthus 

impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos. (Bignoniaceae) in vitro 

 

RESUMO 

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos tem sido 

estudada pela qualidade da madeira, uso medicinal e utilização para recuperação de 

ambientes degradados. Após o estabelecimento desta espécie in vitro, foram observados 

sintomas da doença foliar oídio, causado pelo fungo do gênero Oidium sp. Informações 

sobre micro-organismos associados a sementes florestais ainda são escassas na literatura. O 

surgimento de oídio em plântulas de H. impetiginosus in vitro também é uma novidade. 

Assim, o aparecimento dos sintomas da doença nas condições de propagação in vitro, 

torna-se interessante modelo para o estudo sobre o controle de patógenos em sementes.  Os 

objetivos do trabalho foram avaliar a eficiência do etanol (70%), hipoclorito de sódio, 

fungicida sistêmico e de contato Cerconil WP (Clorotalonil + Tiofanato Metílico) e óleo de 

Nim (1,5%) em plântulas de H. impetiginosus in vitro e sugerir métodos de controle da 

doença oídio nestas condições de cultivo. Foram realizados três experimentos que 

apresentaram alta incidência, porém variações na severidade da doença. No primeiro 

experimento, a desinfestação superficial das sementes foi feita com diferentes períodos de 

imersão das sementes de H. impetiginosus em etanol 70% e hipoclorito de sódio (2% de 

cloro ativo), com seis tratamentos. A contaminação por outros fungos foi baixa, mas a 

presença do oídio apresentou sintomas severos. No segundo experimento, além do etanol e 

do hipoclorito de sódio, Clorotalonil + Tiofanato Metílico, com seis tratamentos. Períodos 

maiores de exposição das sementes ao fungicida apresentam plântulas com maior 

incidência e severidade da doença, ou seja, sementes mais fragilizadas com o período dos 

agentes desinfestantes obtiveram maior incidência e severidade. No terceiro experimento, o 

objetivo foi testar separadamente os agentes desinfestantes utilizados e acrescentar o óleo 

de Nim (1,5%) como representante de controle alternativo para oídio. O tratamento T4 (10 

min. em Nim 1,5%) demonstrou à menor AACPD, porém, não houve diferença estatística 

dos demais tratamentos que utilizaram etanol 70% e hipoclorito de sódio. Entre os 

tratamentos utilizados houve diferença somente entre T4 (10 min. em Nim 1,5%) e T3 (15 

min. de Clorotalonil + Tiofanato Metílico) com maior AACPD.  

 

Palavras-chave: Oidium sp., Cerrado, propagação in vitro. 

_______________ 
1
 Orientador: Prof. Dr. Sérgio Tadeu Sibov. EA-UFG. 
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ABSTRACT 

 

DETECTION AND CONTROL OF POWDERY MILDEW FUNGUS IN 

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos (Bignoniaceae) in 

vitro 
 

The species Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos has been 

studied by the quality of the wood, medicine and recovery degraded environments. After 

the establishment of this species in vitro, were observed foliar symptoms of powdery 

mildew disease, caused by the fungus of the genus Oidium sp. Information about 

microorganisms associated with tree seeds are scarce in the literature. The appearance of 

mildew in seedlings of H. impetiginosus in vitro is also a novelty. Thus, the emergence of 

the disease in propagation in vitro conditions, it becomes interesting model for the study of 

the control of pathogens in seeds. The objectives were to evaluate the incidence and 

severity of powdery mildew on seedlings of H. impetiginosus obtained in vitro and obtain 

methods of disease control in these culture conditions. Three experiments were conducted 

to presented high incidence, but variations in disease severity. In the first experiment, the 

seeds surface disinfection was done with different periods of soaking seeds of H. 

impetiginosus in 70% ethanol and sodium hypochlorite (2% active chlorine). The 

contamination by other fungi were very low, but the plantlets presented severe symptoms 

of powdery mildew. In the second experiment, besides the use of ethanol and sodium 

hypochlorite, was also used a  contact and systemic fungicide: Cerconil WP 

(Chlorothalonil + Thiophanate Methyl). This fungicide is indicated for various cultures in 

the control of powdery mildew. Major periods of exposure to the fungicide seed seedlings 

have a higher incidence and severity of the disease, ie, more fragile seeds with disinfestants 

agent period had higher incidence and severity. In the third experiment, the goal was to test 

disinfestants agent used separately and add the Neem oil (1.5%) as alternative control of 

powdery mildew. The T4 (10 min. Nim at 1.5%) showed lower AUDPC, however, no 

differance between treatments of 70% ethanol and sodium hypochlorite. Among the 

treatments used only difference between T4 (10 min. Nim at 1.5%) and T3 (15 min. 

Chlorotalonil Thiophanate Methyl) with higher AUDPC. For identification and analysis of 

development of the fungus anatomical fragments of leaves, near the midrib, were analysed. 

The sections were examined under an optical microscope and scanning electron 

microscopy (SEM). Morphological analysis of the fungus have identified as Oidium sp. On 

the slides and SEM images were observed irregularities in abaxial epidermis of leaves 

developed in vitro, elevation and deformation of the stomata region and development of 

conidiophores. 

 

Keywords: Oidium sp., Cerrado, in vitro propagation. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

Interações micro-oganismos e plantas são comuns na natureza. As plantas estão 

ameaçadas por patógenos, mas em sua maioria estão envolvidas em interações neutras ou 

mutualísticas com os micro-organismos, por exemplo: associação subterrânea de plantas e 

fungos micorrízicos, os rizóbios; promoção do crescimento das plantas por meio de 

bactérias da rizosfera. Em partes da planta acima do solo são colonizados por bactérias e 

fungos (endófiticos) que vivem internamente em seus tecidos e por micro-organismos da 

filosfera (epifíticos) (Partida-Martínez, 2011). 

A propagação in vitro de vegetais é uma importante ferramenta com grande 

utilização para diversas finalidades. E o termo plantas axênicas tem sido difundido como 

um ideal a ser alcançado, havendo a busca de métodos que eliminem de forma eficaz todo 

e qualquer micro-organismo que possa crescer no meio de cultura. Porém, observa-se que a 

concepção de contaminação dentro da cultura de tecidos de plantas deve ser revista, assim 

como o conceito de planta axênica, pois muitos trabalhos mostram que mesmo em material 

vegetal assintomático in vitro, e considerado axênico, existe uma comunidade endofítica 

presente em sua grande maioria (Esposito-Polesi, 2011). 

O oídio se situa entre as principais doenças fúngicas, ocorrendo em todas as 

regiões do mundo e na maioria das espécies vegetais cultivadas (Stadnik & Rivera, 2001). 

Também é amplamente distribuída entre as plantas silvestres, servindo de hospedeiros 

alternativos. Uma mesma espécie causadora de oídio pode infectar vários hospedeiros e um 

mesmo hospedeiro pode ser infectado por mais de uma espécie do patógeno (Silva et al., 

2001). A posição taxonômica do causador da doença oídio em H. impetiginosus é Oidium 

sp. [Teleomorfo: Erysiphe] pertencente à família Erysiphaceae, ordem Erysiphales, classe 

Leotiomycetes, filo Ascomycota (Speciesfungorum, 2013). 

Informações sobre micro-organismos associados a sementes florestais são 

escassas, o que torna necessário analisar o efeito de diferentes tratamentos no controle de 

patógenos em sementes (Silva et al., 2011). O controle de fungos biotróficos como Oidium, 

pode ser feito via sementes com auxílio de fungicidas de ação sistêmica para que o 

controle ocorra em órgãos aéreos (Reis et al, 2008). Outra via são os métodos de controle 

alternativos de doenças de plantas, oferecendo alternativas para reduzir a dependência dos 

agrotóxicos e contribuir com as exigências de qualidade ambiental (Bettiol, 2013). 
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Trabalhos relatando a incidência da doença oídio são escassos e pouco 

estudados para H. impetiginosus, além disso, os relacionados à incidência in vitro não 

foram descritos até o momento. Logo, o objetivo do trabalho foi testar eficiência do etanol 

(70%), hipoclorito de sódio, fungicida sistêmico e de contato Cerconil WP (Clorotalonil + 

Tiofanato Metílico) e óleo de Nim (1,5%) em plântulas de H. impetiginosus in vitro, 

através de avaliações da incidência e severidade e sugerir métodos de controle da doença 

oídio nestas condições de cultivo. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos 

Vegetais, do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás – UFG, 

localizada em Goiânia, Goiás. Foram utilizadas plântulas de H. impetiginosus germinadas 

in vitro, oriundas de sementes de árvores localizadas no parque municipal Leolídio di 

Ramos Caiado, em Goiânia, GO.  

 

4.2.1 Controle de oídio in vitro 

 

Três experimentos foram realizados com plântulas de H. impetiginosus obtidas 

de sementes germinadas in vitro. Para todos os experimentos, foram selecionadas as 

maiores sementes de coloração amarelo-amarronzado claro. Em seguida, as alas 

membranáceas foram retiradas para evitar a retenção de água e auxiliar o processo de 

descontaminação. O meio de cultura utilizado nos experimentos foi o MS (Murashige & 

Skoog, 1962), suplementado com inositol a 100 mg.L
-1

, sacarose a 30 g.L
-1

 e solidificado 

com ágar a 7 g.L
-1

. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi realizada a 

120°C, por 20 minutos. As plântulas de H. impetiginosus foram mantidas in vitro em 

frascos de 300 mL com 30 mL de meio de cultura. Os cultivos foram mantidos em sala de 

crescimento com temperatura de 25 ± 2°C, fotoperíodo de 16 h na luz e 8 h no escuro e 

irradiância de 36 mmol m
-2

 s
-1

. 

 

4.2.1.1 Experimento 1: Eficiência do etanol e do hipoclorito de sódio no 

controle de oídio 
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Sementes de H. impetiginosus foram submetidas a diferentes períodos de 

imersão em solução de etanol 70% e em solução de hipoclorito de sódio (2% de cloro 

ativo) acrescida de uma gota de detergente neutro para cada 100 mL de solução (Tabela 

4.1). Após os tratamentos com hipoclorito de sódio, em câmara de fluxo laminar, as 

sementes foram enxaguadas por três vezes com água destilada e autoclavada, e inoculadas 

em frascos com meio MS (Murashige e Skoog, 1962). 

 

Tabela 4.1 Tratamentos constituídos por diferentes períodos de imersão (em minutos) das 

sementes de Handroanthus impetiginosus em água destilada, etanol (70%) e 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo). 

Tratamentos Água Etanol (70%) Hipoclorito de sódio (2%)*  

T1 0 2 10 

T2 0 5 20 

T3 0 7 30 

T4 30 2 10 

T5 30 5 20 

T6 30 7 30 

* Acrescida de uma gota de detergente neutro para cada 100 mL de solução. 

 

 

Avaliou-se a incidência fúngica de oídio entre os tratamentos realizados e a 

incidência total aos 30, 50 e 70 dias após o estabelecimento in vitro. O delineamento 

utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinquenta repetições e uma semente por 

parcela experimental. Os tratamentos foram comparados por análise de variância ANOVA, 

seguido por teste Tukey. Os testes foram realizados ao nível de significância de 5%. As 

análises estatísticas foram conduzidas com auxílio do Software R. 

 

4.2.1.2 Experimento 2: Eficiência do Clorotalonil + Tiofanato Metílico, etanol 

e hipoclorito de sódio no controle de oídio 

 

Após a seleção, as sementes foram submetidas aos tratamentos (Tabela 4.2.) 

realizados em câmara de fluxo laminar, as sementes foram enxaguadas por três vezes com 

água destilada e autoclavada, e inoculadas em frascos com meio MS (Murashige & Skoog, 

1962). 
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Tabela 4.2 Tratamentos constituídos por períodos de imersão (em minutos) das sementes de 

Handroanthus impetiginosus em etanol 70%, Cerconil (Clorotalonil + Tiofanato 

Metílico) 1% e 2% e hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo).  

Tratamentos Etanol 70% 

Clorotalonil + 

Tiofanato Metílico 

1% 

Clorotalonil + 

Tiofanato 

Metílico 2% 

Hipoclorito de 

sódio
*
 

T1 2 5 - 10 

T2 2 10 - 10 

T3 2 15 - 10 

T4 2 - 5 10 

T5 2 - 10 10 

T6 2 - 15 10 

* Acrescida de uma gota de detergente neutro para cada 100 mL de solução. 

 

 

O delineamento foi inteiramente casualizado, com vinte e quatro repetições, e 

uma semente por parcela experimental. Foram realizadas três avaliações da severidade de 

oídio, a primeira após 30 dias da inoculação e as seguintes a cada 20 dias usando uma 

escala de severidade (Tabela 4.3), que variava de 0 (ausência de sintomas) a 5 (infecção 

muito severa). Os dados foram transformados utilizando-se arc sen √x/100, submetidos à 

análise de variância e à comparação de médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, 

utilizando-se o Software R. 

 

4.2.1.3 Experimento 3: Eficiência do etanol, hipoclorito de sódio, Clorotalonil 

+ Tiofanato Metílico e óleo de Nim no controle de oídio 

 

Após a seleção, as sementes foram submetidas aos tratamentos indicados na 

Tabela 4.4. Em seguida os tratamentos realizados em câmara de fluxo laminar, as sementes 

foram enxaguadas por três vezes com água destilada e autoclavada, e inoculadas em 

frascos com meio MS (Murashige & Skoog, 1962). 

O delineamento foi inteiramente casualizado, com quarenta e quatro repetições, e uma 

semente por parcela experimental. As avaliações foram realizadas aos 14, 16, 18, 20, 22, 

24, 26 e 28 dias após estabelecimento in vitro, totalizando-se oito avaliações. As avaliações 

foram feitas na escala de severidade citada, no experimento anterior. Foi calculada a 

variável área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) (Shaner & Finney, 1977), 

através da fórmula: AACPD = Σ [((y1 +y2)/2)*(t2-t1)], onde y1 e y2 são duas avaliações 
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consecutivas realizadas nos tempos t1 e t2, respectivamente. Os dados foram transformados 

utilizando-se arc sen √x/100, submetidos à análise de variância e à comparação de médias 

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o Software R. 

 

Tabela 4.3 Escala de avaliação da severidade de oídio em plântulas de Handroanthus 

impetiginosus obtidas por germinação in vitro. Escala modificada de Paz Lima et al. 

(2004). 

Notas Infecção  Descrição 

0 SEM 

SINTOMAS 
Fohas sem sinais de lesões 

1 LEVE Esporulação com menos de 25% de área foliar afetada, sem deformação, sem 

necrose, e quedas das folhas primárias. 

2 MÉDIA Esporulação com menos de 25% de área foliar afetada, com deformação, com 

ou sem necrose, e quedas das folhas primárias. 

3 MODERADA Esporulação com mais de 25% e menos de 50% de área foliar afetada, com 

deformação, com necrose, enrolamento e quedas das folhas primárias. 

4 SEVERA Esporulação com mais de 50% de área foliar afetada, com deformação, com 

necrose, enrolamento e quedas das folhas primárias. 

5 MUITO 

SEVERA 

Cobertura total da área foliar afetada, com deformação, com necrose, 

enrolamento e quedas das folhas primárias. 

 

Tabela 4.4 Tratamentos constituídos por períodos de imersão (em minutos) das sementes de 

Handroanthus impetiginosus em etanol 70%, Cerconil WP (Clorotalonil + Tiofanato 

Metílico) 1% e 2%, hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) e óleo de Neen (1,5%) 

visando sua descontaminação e posterior germinação in vitro. 

Tratamentos Etanol 70% 
Clorotalonil + 

Tiofanato Metílico 1% 

Hipoclorito de 

sódio
*
 

Nim 

T0 - - - - 

T1 2 - 10 - 

T2 2 5 10 - 

T3 

 

15   

T4 

 

  10 

* Acrescida de uma gota de detergente neutro para cada 100 mL de solução. 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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4.3.1 Controle de oídio in vitro 

 

4.3.1.1 Experimento 1: Eficiência do etanol e do hipoclorito de sódio no 

controle de oídio 

 

Após vinte dias, plântulas de H. impetiginosus mantidas in vitro, em todos os 

tratamentos, começaram a apresentar os sintomas típicos da doença com o 

desenvolvimento de micélio branco cobrindo a região abaxial da folha, criando um aspecto 

pulverulento. Nos fungos causadores de oídio, todo o processo de colonização ocorre 

externamente ao hospedeiro. O micélio do patógeno desenvolve-se na superfície das 

folhas, emitindo haustórios unicamente para as células da epiderme da planta (Amorim & 

Pascholati, 2011). 

Após a primeira avaliação, realizada 30 dias após a inoculação das sementes, 

constatou-se que o tratamento T6 apresentou menor incidência de oídio em relação aos 

demais (32%). Porém, T6 não diferiu estatisticamente dos tratamentos T3 (59%), T4 (58%) 

e T5 (38%). Os tratamentos T1 e T2 apresentaram 64% e 66% de incidência 

respectivamente (Figura 4.1). Infelizmente, este controle não se mostrou efetivo ao longo 

do tempo. Após 30 dias do estabelecimento in vitro, 55% das plantas utilizadas no 

Experimento 1, em todos os tratamentos, apresentavam sintomas de oídio. Após 50 dias 

este percentual subiu para 73% e este número manteve-se após a última avaliação feita 70 

dias após o início do experimento. 

Sementes utilizadas para o estabelecimento in vitro de H. impetiginosus foram 

obtidas de uma matriz com grande quantidade de frutos, dos quais foram selecionados 

àqueles com menor incidência de ataques de insetos e sinais de doenças. Entretanto, 

mesmo os frutos estando sadios, fungos superficiais às sementes irão ocorrer. Botelho et al. 

(2008) relatam que Alternaria alternata, Fusarium spp., Aspergillus spp., Phoma sp. e 

Phomopsis sp. são fungos que frequentemente estão presentes em sementes de H. 

impetiginosus sin. T. impetiginosa. Silva et al. (2011) relataram que a presença do fungo do 

gênero Aspergillus foi inibida, tanto pelos fungicidas Captan e Tiram como também pelo 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) em sementes de Tabebuia heptaphylla (Vell. Tol.) 

e Tabebuia chysotricha Mart. ex. DC. Stand, indicando se tratar de infestação superficial 
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deste patógeno. Logo, a utilização de etanol 70% e hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) 

poderiam controlar a população fúngica presente no lote de sementes. 
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Figura 4.1 Porcentagem de incidência de oídio em plântulas de H. impetiginosus estabelecidas 

in vitro 30 dias após a inoculação de sementes em meio MS e que foram submetidas 

a diferentes tratamentos de descontaminação. Médias seguidas de letras iguais nas 

colunas não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,5). 

 

 

Embora os tratamentos com etanol e hipoclorito tenham sido efetivos no 

controle de outros fungos, não tiveram a mesma eficácia com o fungo causador do oídio. 

As colônias e fungo iniciavam-se nas folhas mais jovens e, com o crescimento, observou-

se a colonização com grande quantidade de micélio, quando se tornam completamente 

expandidas. Algumas folhas colonizadas pelo patógeno ficaram enroladas ou em forma de 

canoa. Outros sintomas também ocorreram como a necrose em brotos, gemas e caule, 

superbrotação levando a perda da dominância apical das plântulas, e queda das folhas 

quando a colonização já estava avançada (Figura 4.2). 
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Figura 4.2 Sintomas de Oidium em Handroanthus impetiginosus in vitro. Enrolamento das 

folhas (A); encanoamento das folhas (B); necrose do caule de excesso de brotação 

(C, D). 

 

 

4.3.1.2 Experimento 2: Eficiência do Clorotalonil + Tiofanato Metílico, etanol 

e hipoclorito de sódio no controle de oídio 

 

No Experimento 2, além do etanol e do hipoclorito de sódio, os tratamentos 

também incluíram um fungicida sistêmico e de contato Cerconil WP (clorotalonil + 
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tiofanato metílico), o qual é recomendado para o controle em campo de várias culturas 

como feijão, melão, melancia e rosas no controle de oídio (Ihara, 2013). O Cerconil WP 

(Clorotalonil + Tiofanato Metílico) pertence ao grupo químico dos benzimidazois, 

precursor de tiofanato-metílico e isoftalonitrila clorotalonil (Mapa, 2013). 

Neste experimento, os sintomas da doença começam a aparecer assim que as 

plântulas apresentaram o primeiro par de folhas, aproximadamente 20 dias após a 

inoculação. Após 40 dias, a maioria das plântulas já possuía parte aérea, e a incidência 

média de 77,17%. Aos 60 dias 81% das plântulas apresentaram os sintomas (Tabela 4.5.) 

 

Tabela 4.5 Médias em porcentagem de incidência de oídio em plântulas de H. impetiginosus aos 

20, 40 e 60 dias após o estabelecimento in vitro. 

 

Tratamentos 
Incidência (%)  

20 dias 40 dias 60 dias Média 

T1 9 b 61 a 61 a 43 b 

T2 54 a 92 a 92 a 79 a 

T3 34 ab 92 a 92 a 72 a 

T4 20 ab 68 a 72 a 54 ab 

T5 14 b 81 a 86 a 60 ab 

T6 39 ab 69 a 83 a 64 ab 

Média 28,33 77,17 81,00 63 

CV(%) 60,17 17,06 15,14 20,68 
*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a de 5 

% de significância. T1- 2 minutos em etanol 70%, 5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 1% e 10 

minutos em Hipoclorito de sódio; T2 - 2 minutos em etanol 70%, 10 minutos em Clorotalonil + Tiofanato 

Metílico 1% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T3 - 2 minutos em etanol 70%, 15 minutos em 

Clorotalonil + Tiofanato Metílico 1% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T4 - 2 minutos em etanol 70%, 

5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T5 - 2 minutos 

em etanol 70%, 10 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; 

T6 - 2 minutos em etanol 70%, 15 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em 

Hipoclorito de sódio. 

 

 

O objetivo de quantificar a doença em H. impetiginosus foi realizado através da 

avaliação dos sintomas causados pelo agente patogênico e da proporção de tecido doente. 

A variável incidência é um processo quantitativo de medição da doença, sendo obtido pela 

contagem de plantas doentes, sem levar em consideração a quantidade de doença em cada 

planta ou órgão individualmente. E a severidade, também um método quantitativo e 

qualitativo, busca determinar a porcentagem da área de tecido doente (sintomas e/ou sinais 

visíveis), para a medição direta da área afetada, com chaves descritivas, diagramáticas, 

medição automática e sensores remotos e computadores (Moraes, 2007). 
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No Experimento 2 foi adotado um padrão para estabelecer o grau de severidade 

da doença. Moraes (2007) assegura que a medição da severidade expressa com mais 

precisão os danos reais causados pelos patógenos; caracteriza melhor o nível de resistência 

a um patógeno e expressa com mais exatidão a intensidade da doença. 

A severidade encontrada nas plantas em T3 foi maior em todas as avaliações, 

diferindo apenas de T4 em duas avaliações e T1 na última avaliação (Tabela 4.6). A 

severidade média apresentou comportamento leve (nota 1) a moderado (nota 3). 

Costamilan (2001) comenta que escalas para medição de avaliação quantitativa de doença 

foliar dificilmente serão interpretadas da mesma forma por todos avaliadores. Por isso, é 

importante a realização de várias leituras de cada severidade antes da avaliação final 

visando, principalmente, à identificação de reações de resistência e de suscetibilidade entre 

genótipos. 

 

Tabela 4.6 Médias de severidade de oídio em plântulas de H. impetiginosus aos 60, 80 e 100 

dias após estabelecimento in vitro. 

 

Tratamentos 60 dias 80 dias 100 dias Média 

T1 1,57 ab 1,57 ab 1,65 b      1,56 a 

T2 2,75 ab 2,75 ab 2,95 ab 2,75 ab 

T3 2,92 a 2,92 a 3,15a      2,92 b 

T4 1,56 b 1,56 b 1,88 ab 1,57 ab 

T5 2,43 ab 2,48 ab 2,76 ab 2,48 ab 

T6 2,26 ab 2,30 ab 2,52 ab 2,30 ab 

Média 2,24 2,26 2,48 1,66 

CV(%) 25,70 25,70 23,95 30,98 
*Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a de 5 

% de significância. T1- 2 minutos em etanol 70%, 5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 1% e 10 

minutos em Hipoclorito de sódio; T2 - 2 minutos em etanol 70%, 10 minutos em Clorotalonil + Tiofanato 

Metílico 1% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T3 - 2 minutos em etanol 70%, 15 minutos em 

Clorotalonil + Tiofanato Metílico 1% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T4 - 2 minutos em etanol 70%, 

5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; T5 - 2 minutos 

em etanol 70%, 10 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em Hipoclorito de sódio; 

T6 - 2 minutos em etanol 70%, 15 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico 2% e 10 minutos em 

Hipoclorito de sódio. 

 

 

As maiores taxas de incidência e severidade em T2 e T3 podem estar 

relacionadas aos efeitos tóxicos dos agentes desinfestantes utilizados ou ao tempo de 

exposição à estes agentes (Tabela 4.5 e 4.6). Provavelmente, tratamentos que utilizaram o 

fungicida Clorotalonil + Tiofanato Metílico por mais tempo fragilizaram o tecido das 
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sementes, tornando-as mais frágeis e susceptíveis a infecção do oídio. O fungo, 

provavelmente, pouco sofreu com a aplicação do fungicida nas concentrações utilizadas. 

Os tratamentos T1 e T4 foram os que apresentaram menores incidências e 

severidades (Tabela 4.5 e 4.6). Supostamente, o menor tempo em Clorotalonil + Tiofanato 

Metílico degradou menos os tecidos das sementes levando, portanto, a menores alterações 

fisiológicas. Sementes menos fragilizadas com o tempo de exposição aos agentes 

desinfestantes obtiveram menor incidência e severidade. 

Analisando a ação do etanol 70% e hipoclorito de sódio neste experimento, 

eles contribuíram para o controle de fungos superficiais e também na deterioração da 

membrana celular das sementes. Pasqual et al. (2010) comenta que os alcoóis além de 

germicidas também removem as ceras superficiais dos tecidos das plantas. A imersão dos 

explantes em etanol permite que os tecidos de plantas possam ser mais efetivamente 

molhados e penetrados por germicidas. O hipoclorito de sódio causa alterações 

biossintéticas no metabolismo celular e destruição dos fosfolipídios formando cloraminas 

(NH2Cl) que interferem no metabolismo celular tanto nos micro-organismos quanto dos 

tecidos dos explantes (Pasqual et al., 2010). Como em todos os tratamentos o período de 

imersão em etanol 70% e em hipoclorito de sódio foi o mesmo, as variações na incidência 

e severidade podem ser decorrência dos períodos que as sementes foram tratadas com o 

fungicida Clorotalonil + Tiofanato Metílico. 

Costa et al. (2008) comentam que para manter a funcionalidade metabólica dos 

tecidos das sementes é necessário que as membranas apresentem-se estruturalmente e 

fisiologicamente íntegras. Alterações fisiológicas estão ligadas com a integridade das 

membranas celulares, as quais dependem da variedade de enzimas e proteínas estruturais 

de cada espécie. Além disso, estas alterações nem sempre podem ser avaliadas por testes 

de germinação e vigor (Vieira, 1996). 

 

4.3.1.3 Experimento 3: Eficiência do etanol , hipoclorito de sódio, 

Clorotalonil + Tiofanato Metílico e óleo de Nim no controle de oídio 

 

No Experimento 3, além do etanol, hipoclorito de sódio e Clorotalonil + 

Tiofanato Metílico, os tratamentos incluíram o óleo de Nim (Azadirachta indica A. Juss) 

para testar o controle do oídio nas plântulas de H. impetiginosus in vitro. No tratamento 

(T0), controle, após sete dias de estabelecimento in vitro, 100% dos explantes 
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apresentavam incidência fúngica e bacteriana. As sementes não germinaram, 

inviabilizando as avaliações futuras de incidência e severidade.  

A incidência de oídio foi avaliada desde o aparecimento dos primeiros 

sintomas até o final do período de avaliação (14 a 28 dias após o estabelecimento in vitro). 

Embora tenham ocorrido diferenças significativas nas primeiras avaliações, todos os 

tratamentos apresentaram altas taxas de incidência a partir da sexta avaliação (24 dias após 

estabelecimento in vitro) (Tabela 4.7). 

Após o início da doença (14 dias após estabelecimento in vitro), a média da 

severidade inicial foi de 0,24, mantendo-se em níveis inferiores a nota 1 por mais quatro 

dias (Tabela 4.8). Neste experimento, a severidade máxima foi alcançada em alguns 

indivíduos após 18 dias de estabelecimento in vitro, demonstrando a velocidade do 

progresso da doença.   

No tratamento T4 (10 min. em Nim a 1,5%) a severidade de oídio foi 

significativamente inferior aos demais tratamentos nas quatro primeiras avaliações, 

indicando que o produto afetou o desenvolvimento inicial da doença (Tabela 4.8). O óleo 

de Nim já havia sido testado no controle de oídio causado pelo fungo Erysiphe polygoni no 

feijoeiro em casa de vegetação e obteve êxito, reduzindo o numero de manchas nas folhas 

em 97% na média, quando tratado com concentrações de 0,5, 1,0 e 1,5% de óleo de Nim 

emulsionável (Carneiro, 2007). 

Óleo de Nim (2%) também foi testado in vitro para o controle de outros 

fungos, promovendo entre os tratamentos utilizados o maior efeito negativo sobre o fungo 

entomopatogênico Beauveria bassiana (Bals.) Vaill inibindo a germinação, crescimento de 

colônias e conidiogênese (Hirose et al., 2001).  

Por outro lado, nestas mesmas condições o óleo de Nim não conseguiu 

suprimir o crescimento de fungos de Aspergillus flavus. A pesquisa enfatizou que o óleo de 

Nim não foi fungistática ou fungicida, mas exibiu atividade antiaflatoxina, ou seja, inibiu a 

produção de substâncias químicas tóxicas do fungo (Costa et al., 2010). 

Após 20 dias do estabelecimento in vitro, o tratamento T1 já havia atingido 

100% de incidência, e a média geral desta avaliação foi de 89% de incidência. Para a 

variável severidade a média geral foi de 2,05 (severidade média). 

Para a maioria das doenças foliares, a relação entre a incidência e a severidade 

é menos evidente, podendo levar a conclusões equivocadas (Moares, 2007; Amorim & 
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Bergamim Filho, 2011). Quando a incidência já é elevada, a evolução da doença se dá pelo 

aumento da severidade (Amorim & Bergamim Filho, 2011) 

 

Tabela 4.7  Médias em porcentagem de incidência de oídio em plântulas de 

Handroanthus impetiginosus em oito avaliações*. 

Tratamentos 14 dias 16 dias 18 dias 20 dias 22 dias 24 dias 26 dias 28 dias 

T1 17 b 45 ab 95 a 100 a 100 a 100 a 100 a 100 a 

T2 7 b 56 ab 90 a 97 a 100 a 100 a 100 a 100 a 

T3 54 a 62 a 79 a 87 ab 87 ab 95 a 95 a 100 a 

T4 14 b 27 b 48 b 72 b 82 b 93 a 93 a 97 a 

Médias 23.00 47.50 78.00 89.00 92.25 97.00 97.00 99.25 

CV(%) 91.68 32.36 27.03 14.18 9.95 3.67 3.67 1.51 

* Avaliações realizadas com intervalos de dois dias. Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a de 5 % de significância. T1- 2 minutos em etanol 70%, 10 

minutos em NaOCl 2%; T2- 2 minutos  em etanol 70%, 5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico, 10 

minutos  em NaOCl 2%;  T3- 15 minutos em  Clorotalonil + Tiofanato Metílico ; T4- 10 minutos em Neen a 

1,5%. 

 

 

Tabela 4.8 Severidade de oídio em plântulas de Handroanthus impetiginosus em oito 

avaliações*, e área abaixo da curva de progresso da severidade de oídio 

(AACPD). 

 

Trat. 14 dias 16 dias 18 dias 20 dias 22 dias 24 dias 26 dias 28 dias Média AACPD 

T1 0.17 b 0.67 b 2.14 a 2.26 a 2,36 a 2,58 a 2,78 a 3,0 a 1.99 ab 8,90 ab 

T2 0.07 b 0.66 b 1.63 ab 1,98 ab 2,05 a 2,41 a 2,54 a 2.90 a 1.78 ab 5,58 ab 

T3 0.54 a 1.41 a 2.13 a 2.34 a 2,50 a 2,88 a 3,04 a 3.50 a 2.29 a 3,16 a 

T4 0.18 b 0.44 b 1.14 b 1,62 b 1,93 a 2,37 a 2,59 a 2.89 a 1,64b 3,37 b 

CV(%) 85,86 3,27 27,10 5,88 1,99 9,06 8,28 9,42 4,68 5,36 

* Avaliações realizadas com intervalos de dois dias. Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a de 5 % de significância. T1- 2 minutos em etanol 70%, 10 

minutos em NaOCl 2%; T2- 2 minutos  em etanol 70%, 5 minutos em Clorotalonil + Tiofanato Metílico, 10 

minutos  em NaOCl 2%;  T3- 15 minutos em  Clorotalonil + Tiofanato Metílico ; T4- 10 minutos em Neen a 

1,5%. 
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Com os dados da curva de progresso da doença verifica-se quanto a doença 

aumenta por unidade de tempo (por dia, semana ou ano) na população considerada (Figura 

4.3).  Na AACPD de oídio em plântulas de H. impetiginosus in vitro (Tabela 4.8), 

observou-se interação significativa entre os fatores explantes e tratamento. O tratamento 

T4 (10 min. em Nim 1,5%) demonstrou AACPD inferior, porém, não houve diferença entre 

os tratamentos que utilizaram etanol 70% e hipoclorito de sódio. T3 foi o tratamento com 

maior AACPD. 

Pode-se ainda deduzir que há uma tendência à persistência prolongada dos 

tratamentos uma vez que houve curvas com menor inclinação em T4 durante o período de 

avaliação. Diferenças quantitativas quanto à severidade de oídio podem ser observadas 

tanto em estádio de plântula quanto no estádio de planta adulta, sendo que essas reações 

nem sempre correspondem. Em plântulas, resistência do tipo quantitativa pode ser 

eficientemente detectada desde que se estabeleçam certas condições para a avaliação. Por 

exemplo, as avaliações de resistência de plântulas de trigo ou de cevada sempre são 

realizadas em casa de vegetação (Costamilan, 2001). 
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Figura 4.3 Curva do progresso da severidade do oídio em plântulas de Handroanthus 

impetiginosus. T1 – 2 min. álcool 70% e 10 min. NaOCl; T2 – 2 min. álcool 70%, 5 

min. de Clorotalonil + Tiofanato Metílico, 10 min. NaOCl; T3 – 15 min. de 

Clorotalonil + Tiofanato Metílico; T4 – 10 min. Nim a 1,5%. Severidade: 0 - 

ausência de sintomas a 5 - infecção muito severa. Valores entre parênteses na 

legenda representam a área abaixo da curva do progresso da doença (AACPD). 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível 

de 5 % de probabilidade. CV = 15,96 %. 
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Amorim & Pascholati (2011) relataram que a umidade influência na 

reprodução de espécies do gênero Oidium. Existem diferenças quanto à preferência por 

níveis de umidade relativa (baixa, alta ou intermediária) entre as diferentes espécies deste 

gênero. Outras variáveis também exercem influência na produção de esporos, como 

temperatura, luz e o estado nutricional do hospedeiro. Para parasitas biotróficos, a 

esporulação é maior quando as condições favoráveis a fotossíntese (fotoperíodos longos, 

intensidade luminosa elevada, amplo espectro de luz) ocorrem no período de colonização, 

o teor de açúcar nos tecidos dos hospedeiros também tem sido asssociado ao 

comportamento dos patógenos. Todas essas vantagens para reprodução e desenvolvimento 

do fungo são encontradas in vitro. 

Nestes três experimentos foi avaliado o comportamento de Oidium in vitro. A 

descrição dos sintomas a campo é muito semelhante aos que foram observados in vitro.  Os 

métodos de controle da doença utilizados reduziram os níveis de severidade, porém não 

houve o controle da doença. Este patossistema merece atenção, pois em todos os 

experimentos atingiu níveis altos de incidência com variação nos níveis de severidade. O 

comportamento desta doença para H. impetiginosus em geral é colonização rápida e severa, 

causando deformações nas plântulas e grande prejuízo para produção de mudas. 

 

4.4 CONCLUSÕES 

 

 Redução da severidade foi observada em sementes tratadas com etanol 70% e 

hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) e imersão em óleo de Neen a 1,5% por 10 

minutos. Porém, nenhum dos tratamentos testados foi efetivo para o controle do 

oídio em plântulas de H. impetiginosus desenvolvidos in vitro. São necessários 

mais estudos sobre o controle do oídio in vitro com cada forma de assepsia 

isoladamente. 
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