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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para a regeneração in vitro de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), 
utilizando brotações apicais e segmentos nodais inoculados em meio de cultura com distintas concentrações de diferentes 
reguladores de crescimento. Explantes esterilizados com soluções de benomyl (4,0 g.L-1) por 24 horas e hipoclorito de sódio 
a 20% + tween 20 por 20 minutos, foram submetidos a um experimento de indução de broto, raiz e calo em meio MS1 
acrescido de 30g.L-1 de sacarose e 9g.L-1 de agar, suplementado com BAP (0,0 e 4,0 mg.L-1), ANA, AIA e 2,4-D (0,0; 3,0 e 
6,0 mg.L-1), e suas respectivas combinações. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 7 
X 2, com 14 tratamentos e 15 repetições cada, onde  foram analisados o número médio de brotos, raízes e calo. Após 90 dias, 
os resultados mostraram que a presença de auxinas é fundamental para a formação dos parâmetros induzidos nos explantes 
de pau-rosa. O meio de cultura contendo 4,0 mg.L-1 de BAP + 6,0 mg.L-1 de AIA apresentou a melhor média para a brotação 
com 2,13 brotos/explante. Para o enraizamento o meio contendo 3,0 mg.L-1 de ANA foi o mais eficiente, apresentando uma 
média de 2,53 raízes/explante. Em relação à indução de calo, todos os tratamentos apresentaram calogênese, porém o meio 
suplementado com 4,0 mg.L-1 de BAP + 6,0 mg.L-1 de 2,4-D, apresentou a melhor média, 1,67 calos/explante. 
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Effect of differents growth regulators in vitro propagation of Aniba 
rosaeodora Ducke.
ABSTRACT
The objective of this work was to establish a protocol for in vitro regeneration of rosewood (Aniba rosaeodora Ducke), using 
apical and nodal segments inoculated in culture medium with various concentrations of growth regulators. Explants disinfected 
with solutions of benomyl (4,0 g.L-1) for 24 hours and sodium hipoclorite in 20% + tween 20 for 20 minutes were submitted 
in an experiment of shoot, root and callus induction in MS medium, with 30 g.L-1 of sucrose and 9,0 g.L-1 of agar added 
with the growth regulators: BAP (0,0 and 4,0 mg.L -1), ANA, AIA and 2,4-D (0,0; 3,0 and 6,0 mg.L-1), and their respective 
combinations. The design was complete randomized in arranged factorial 7 X 2, with 14 treatments and 15 replications, where 
about the explants were analysed the number of shoot, root and callus . After 90 days, the results showed that the presence of 
auxins is fundamental to induce buds, roots and callus . The medium was contained 4,0 mg.L-1 BAP + 6,0 mg.L-1 AIA showed 
the best average for shooting with 2,13 buds/explants. In the rooting, the medium was contained 3,0 mg.L-1 of ANA was the 
more efficient, showed 2,53 roots/explant. However, all the treatments obtained formation of callus, but the medium with 
4,0 mg.L-1 BAP + 6,0 mg.L-1 2,4-D showed the best result,1.67 callus/explant.
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INTRODUÇÃO 
Aniba rosaeodora Ducke, pertencente á família das 

lauráceas, é uma árvore de grande porte, podendo atingir até 
30 m de altura por 2 m de diâmetro. O valor comercial esta 
no óleo essencial destilado da madeira, galhos e folhas, fato 
responsável pelo desaparecimento das populações naturais 
desta espécie nos estados do Amapá, Pará e em grande parte 
do Amazonas (May e Barata, 2004). 

O óleo do pau-rosa é constituído principalmente (80-
90%) por um metabólito secundário conhecido como linalol, 
uma substância fixadora, de aroma característico usado na 
fabricação de perfumes, fragrâncias e sabonetes, por grandes 
multinacionais estrangeiras (May e Barata, 2004), (Maia et 
al. 2007).

Nos últimos 30 anos a exportação do óleo do pau-rosa 
para o mercado internacional, esta em acentuado declínio. 
Vários são os motivos que contribuíram para esta redução: 
desaparecimento das populações naturais da espécie, a falta 
de logística adequada, custos de produção altos, legislação 
florestal e o comércio de linalol sintético (Maia et al. 2007).

As árvores de pau-rosa apresentam baixa e irregular 
produção de sementes, que aliada à elevada predação por 
pássaros, insetos e roedores, transforma a coleta de sementes 
numa operação difícil e cara. Técnicas de propagação 
assexuada, a exemplo de micropropagação, pode se consolidar 
como uma alternativa para propagação desta espécie (Rosa et 
al. 1999; Spironello et al. 2001).

Uma das peculiaridades da micropropagação é a 
possibilidade 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, 
compostos orgânicos dos quais em baixas concentrações, 
promovem, inibem, ou, ainda, modificam o crescimento do 
vegetal quando cultivados in vitro (Hartmann et al. 2002). 
Estes componentes direcionam o metabolismo do explante 
para o processo desejado, e os efeitos observados quanto às 
respostas das células, tecidos e órgãos in vitro, variam de acordo 
com as condições ambientais, o tipo do explante e o genótipo 
da planta (Pasqual, 2001).

O tipo e a concentração de reguladores de crescimento 
no meio de cultura são fatores determinantes no crescimento 
e no padrão de desenvolvimento na maioria dos sistemas de 
cultivo in vitro (Hartmann et al.  2002)

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo 
estabelecer um protocolo para a regeneração in vitro de 
explantes de pau-rosa, usando-se os reguladores de crescimento 
ácido naftalenoacético (ANA), ácido 3 - indolacético 
(AIA), ácido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6 – 
benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura, para indução 

de broto, raiz e calo em brotações apicais e segmentos nodais 
de pau-rosa.

MATERIAL E MÉTODO
Os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade do Estado do 
Amazonas. Brotações apicais e segmentos nodais coletados 
de plântulas germinadas em viveiro, foram lavados em água 
corrente e imersos em solução de benomyl (4,0 g.L-1) por 24 
horas. Na câmara de fluxo laminar, passaram por uma assepsia 
utilizando solução de hipoclorito de sódio comercial a 20% 
(com 2,0 a 2,5% p/p do princípio ativo) acrescido com 3 gotas 
do agente emulsionante tween 20 por 20 minutos. 

Em seguida, os explantes foram lavados com água destilada 
autoclavada em abundância, e inoculados em tubos de ensaio 
(20 X 150 mm), contendo 10 mL de meio de cultura MS1, 
composto pelo meio de Murashige e Skoog (1962), com 
as soluções I, II e III dos macronutrientes, reduzidas pela 
metade, acrescido de 30g de sacarose e 8g de ágar, com pH 
ajustado para 5,8. Após a inoculação, os explantes foram 
acondicionados na estufa incubadora do tipo B.O.D., 
mantidos no escuro durante 48 horas a uma temperatura de 
26ºC, e posteriormente conduzidos à sala de crescimento sob 
condições ambientais controladas: fotoperíodo de 16 horas 
luz, temperatura de 27ºC + 2ºC, umidade relativa do ar de 
70%, e luminosidade com 52 μmol.m-2.s-1 de irradiância.

Passado 15 dias, os explantes visualmente sadios foram 
transferidos para o meio MS1, acrescido de 30g de sacarose, 9g 
de ágar, com distintas dosagens de reguladores de crescimento: 
BAP nas concentrações: 0,0 e 4,0 mg.L-1, ANA, AIA e 2,4-D 
nas concentrações: 0,0; 3,0 e 6,0 mg.L-1 e suas respectivas 
combinações (Tabela 1), para a indução de broto, raiz e calo.

Tratº
Dose	dos	reguladores	de	
crescimento	(mg.L-1)

Tratº
Dose	dos	reguladores	de	
crescimento	(mg.L-1)

T1 Testemunha T8 0,0	de	ANA	+	4,0	de	BAP
T2 3,0	de	ANA	+	0,0	de	BAP T9 3,0	de	ANA	+	4,0	de	BAP
T3 6,0	de	ANA	+	0,0	de	BAP T10 6,0	de	ANA	+	4,0	de	BAP
T4 3,0	de	AIA	+	0,0	de	BAP T11 3,0	de	AIA	+	4,0	de	BAP
T5 6,0	de	AIA	+	0,0	de	BAP T12 6,0	de	AIA	+	4,0	de	BAP
T6 3,0	de	2,4	-	D	+	0,0	de	BAP T13 3,0	de	2,4	-	D	+	4,0	de	BAP
T7 6,0	de	2,4	-	D	+	0,0	de	BAP T14 6,0	de	2,4	-	D	+	4,0	de	BAP

Tabela 1 –	Concentrações	 e	 combinações	 de	 BAP,	 ANA,	 AIA,	 e	 2,4-D,	
testados	no	meio	MS	para	indução	de	broto,	raiz	e	calo	em	explantes	de	Aniba 
rosaeodora	Ducke,	2005.

Após a inoculação os explantes permaneceram na sala de 
crescimento por 2 semanas, sendo mantidos no escuro nos 
primeiros 5 dias. Em seguida, foram transferidos para o meio 
MS1, sem os reguladores de crescimento, e avaliados após 90 
dias. Foram avaliados o número médio de brotos, raízes e calo. 
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, 
em esquema fatorial 7 X 2, com 14 tratamentos e 15 repetições 
cada. Os dados foram submetidos à ANOVA e a comparação 
das médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey ao 
nível de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O resultado da ANOVA, revela diferença significativa entre 

as médias do número de brotos quando os explantes de pau-
rosa são submetidos a doses isoladas de auxinas. Entretanto, 
não existe diferença significativa quando combina-se auxina 
com citocinina (Figura 1). 

auxinas. Entretanto, não foi observado diferenças significativas 
para concentrações isoladas do BAP ou a combinação do BAP 
com as auxinas (Figura 2). 

Figura 1	-	Gráfico	das	médias	referentes	ao	número	de	brotos	formados	por	
explante	in vitro	de	Aniba rosaeodora	Ducke,	2005

O tratamento T12 que combina 4,0 mg.L-1 de BAP 
com 6,0 mg.L-1 de AIA estimulou o maior numero de 
brotos por explante (2,13 brotos) de pau-rosa e difere 
significativamente (p< 0,001) do tratamento testemunha 
(Figura 1). Resultados similares foram observados por 
Santos et al. 2005 e São José et al. 2005, que observaram 
maior numero de brotos em segmentos nodais de espécies 
florestais cultivados in vitro em meio MS com combinações 
de citocininas com auxinas. 

As citocininas são responsáveis pela quebra de dormência 
apical e indução de proliferação de gemas axilares em explantes 
cultivadas in vitro. Neste estudo, a concentração de 4,0 mg.L-1 
de BAP estimulou de maneira significativa o número de brotos 
nos explantes de pau-rosa. Da mesma maneira, as combinações 
das auxinas com o BAP, induziram maior número brotações 
nos explantes de pau-rosa (Figura 1). Maiores concentrações de 
auxinas podem inibir as brotações e favorecer o enraizamento 
ou formação de calo (Souza e Junghans, 2006; Grattapaglia 
e Machado, 1998).

A comparação das médias do numero de raízes pelo teste 
de Tukey revelou diferenças significativas (p< 0,001) quando 
os explantes de pau-rosa foram submetidos a doses isoladas de 

Figura 2 -	Gráfico	das	médias	referentes	ao	número	de	raízes	formadas	por	
explante	in vitro	de	Aniba rosaeodora	Ducke,	2005

O tratamento T2 com concentração de 3,0 mg.L-1 de 
ANA em meio MS1 apresentou o maior numero de raízes/
explante (2,53) seguido do tratamento T4 com 1,66 raízes/
explande. Estes resultados são similares aos observados em 
outras espécies florestais, a exemplo do mogno (Swietenia 
macrophylla King) e e Searsia dentata (Anacardiaceae) onde 
explantes submetidos a diferentes concentrações de auxinas 
(ANA e AIB) desenvolveram maior numero de raízes (Lopes 
et al. 2001; Prakash e Staden, 2008).

Diversos estudos indicam que as citocininas geralmente 
são suprimidas no meio de cultura para a formação de 
brotações adventícias. Enquanto as auxinas são os reguladores 
de crescimento que estimulam a formação de primórdios 
radiculares em tecidos que apresentam predisposição ao 
enraizamento (Santos et al. 2003). Este fato foi observado 
neste estudo, onde explantes de pau-rosa tratados com ANA 
desenvolveram maio numero de raízes (Figura 2).

Deve-se considerar que nem sempre as auxinas naturais ou 
sintéticas podem induzir primórdios radiculares em explantes 
in vitro. Algumas espécies vegetais, principalmente lenhosas, 
enraízam com dificuldade ou não enraízam na presença 
delas, indicando que outros fatores influenciam na função 
de primórdios radiculares in vitro (Souza e Junghans, 2006).

A formação de calo aumentou de maneira significativa (p< 
0,001) quando os explantes de pau-rosa foram submetidos 
a doses isoladas de auxinas e a combinação destas com 
citocininas. Todos os tratamentos testados responderam 
satisfatoriamente á calogênese (Figura 3).  

O tratamento T14 que combinou 4,0 mg.L-1 de BAP  
com 6,0 mg.L-1 de 2,4-D, apresentou a maior média de calos 
por explante (1,67) e difere significativamente pelo teste de 
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Figura 3 -	Gráfico	das	médias	referentes	à	formação	de	calo	em	explantes	de	
Aniba rosaeodora	Ducke,	obtidos	in vitro,	2005.

Tukey da testemunha. Estes resultados confirmam que o uso 
de auxinas nos explantes de pau-rosa estimulam a formação 
de calo e raízes (Figuras 2 e 3).

A ação positiva das auxinas para indução da calogenese em 
explantes de diferentes espécies herbáceas ou lenhosas já foi 
observado por diversos autores (Cerqueira et al. 2002;  Oliveira 
et al. 2007). Segundo estes autores, segmentos caulinares de 
erva-de-touro (Tridax procumbens L.), segmentos nodais e 
ápices caulinares de unha-de-gato (Mimosa caesalpiniaefolia 
Benth.) desenvolveram calogênese e raízes quando submetidos 
a diferentes concentrações e combinações de auxina e 
citocinina.

Neste estudo, o uso de auxinas e citocinina foram 
preponderantes para a formação de calo e raízes nos explantes 
de pau-rosa (Figura 4). Entretanto, a reação de um tecido in 
vitro depende do balanço entre essa duas classes de reguladores. 
O aumento da auxina induz a formação de raízes; enquanto o 
aumento da citocinina induz a formação de gemas adventícias; 
e quando existe uma relação intermediária entre as duas, se 
induz o calo (Santos et al. 2003). Novos estudos testando 
auxinas e citocininas em diferentes concentrações poderiam 
contribuir para otimizar a formação de calos e raízes em 
explantes de pau-rosa. 

A propagação do pau-rosa via sexuada ou assexuada é 
necessária frente á grande demanda de mudas para plantios 
comerciais visando á produção de óleo. Neste aspecto, a 
formação de calo é um processo importante para a obtenção 
indireta de plantas. Os mesmos podem conter células isoladas 
ou em grupo que possuem centros ativos de divisão celular, 
onde induzidos em condições adequadas se capacitam para 
produção de novos órgãos.

Figura 4	-	Brotação	adventícia	adquirida	em	um	explante	(A);	Segmento	nodal	
contendo	 três	 raízes,	após	45	dias	de	 incubação	em	meio	de	cultura	 (B).	
Brotação	apical	de	Aniba rosaeodora	Ducke,	totalmente	envolvido	por	calo	(C).

CONCLUSÕES
Os segmentos nodais ou brotações dos ápices de plântulas 

jovens de pau-rosa quando cultivados in vitro possuem a 
capacidade de regenerar brotos, calos e raízes adventícias.

A combinação de 4,0 mg.L-1  de BAP com 6,0 mg.L-1 de 
AIA estimulou maior numero de brotos em  segmentos nodais 
e ápices de plântulas de pau-rosa cultivadas in vitro.

A concentração de 3,0 mg.L-1  de ANA em meio MS 
induziu o maior numero de raízes em  segmentos nodais e 
ápices de plântulas de pau-rosa cultivadas in vitro.
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A maneira complexa com que auxinas, citocinina e as 
células interagem in vitro, revelam a necessidade de novos 
estudos sobre concentrações e combinações de reguladores 
de crescimento visando otimizar o protocolo de regeneração 
e multiplicação in vitro desta espécie.
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