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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

1.1 RESUMO GERAL

A ausé€ncia de material genético melhorado de parica se apresenta como entrave para plantios
de arvores com caracteristicas superiores que possibilitem a exploragio econdmica da espécie.
Assim sendo, as diversas técnicas de cultura de tecidos apresentam-se como alternativa para
micropropagacdo de gendtipos de alto valor comercial. O trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo bésico para micropropagagdio de paricd, avaliar as respostas
morfogenéticas de explantes de parica quando submetidos a diferentes condigdes de cultivo in
vitro, e adequar o protocolo para plantas advindas do campo. Os experimentos foram
conduzidos no laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazdnia
Oriental, Belém, Para. Para a germinag8o de sementes e obtengio de explantes assépticos foi
avaliado o meio de cultura basico MS na presenca e auséncia de AGs. Para o estudo de
oxidagdo foram utilizados segmentos nodais em meio MS adicionado com os antioxidantes
acido citrico, PVP, carvdo ativado e 4cido ascorbico e, MS com as concentracles de nitrato
de amdnio reduzido a 0, ¥ e V4, com adigdo de acido citrico ¢ acido ascérbico. Nos dois
experimentos o meio de cultura foi suplementado com 3 mg L’ de BAP. Para o estudo da
capacidade de regeneracdo direta foram utilizados segmentos nodais de plantulas obtidas in
vitro. Os explantes foram cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e MS com a concentraciio de nitrato de amdnio reduzido a ¥ e
suplementado com 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 mg L' de Cinetina. Para otimizar o protocolo de
micropropagagdo foram utilizados como explantes tecidos rejuvenescidos, coletados das
arvores matrizes do reflorestamento da fazenda Tramontina. Os resultados obtidos permitiram
verificar que as sementes de parica apresentaram acelerado processo de germinagfo in vitro
independente do meio de cultura utilizado proporcionando a produg@o de explantes assépticos
para serem utilizados no processo inicial de micropropagacio; a presenca de AGy no meio
béasico MS contendo a metade das concentragdes de sais de macro e micronutrientes ndo se
faz necessario para emergéncia de plantulas de paric4 in vitro. Os antioxidantes PVP e carvio
ativado néo sdo indicados para redugdo da oxidagio no parica. Os segmentos nodais
apresentaram menor intensidade de oxidagio em meio MS com a concentragio de nitrato de
amoénio reduzido a Y4 na presenga do regulador de crescimento nio havendo diferenca entre os
antioxidantes 4cido citrico e acido ascorbico. Para inducdo de brotacdo o meio de cultura
mais eficiente foi o MS acrescido com 3 mg L' de BAP. Foi observado tendéncia de
diminui¢do no comprimento dos brotos com o aumento da citocinina no meio de cultura. As
brotacBes foram multiplicadas e transferidas para meio de enraizamento. Os resultados deram
suporte para propagacdo in vifro com material advindo do campo.

Palavras-chave: Schizolobium amazonicum; Antioxidantes; Regulador de Crescimento;
Micropropagacdo; Cultura de Tecidos.
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ABSTRACT

The absence of improved genetic plants of parica presents itself as impediment for cuitive
with trees with superior characteristics that make possible the economic exploration of the
species. Thus being, the diverse techniques of fabric culture are presented as alternative for
micropropagation of genotypes of high commercial value. The work had as objective to
estabilish a basic protocol for parica propagation, evaluate the morphogenetic answers of
explants when submitted the different conditions of culture iz vifro and to adjust the protocol
for happened plants of the field. The experiments had been lead in the Genetic laboratory of
Resources and Biotechnology of Embrapa Eastern Amazonia, Belem, Para. For germination
of seeds and attainment of aseptic explants the basic medium MS was evaluated in presence
and GA; absence. For the oxidation study nodal segments in medium MS had been used
added with antirust substances acid citric, PVP activated charcoal and ascorbic acid and MS
with the reduced ammonium nitrate concentrations the 0, ¥ and V5, with citric acid addition of
and ascorbic acid. In the two experiments the medium culture was supplemented with 3 mg.L”

' of BAP. For the study of the direct capacity regeneration nodal segments of plantlets had
been used gotten in vitro. The explants had been cultivated in MS medium supplemented with
different BAP and MS concentrations with the reduced ammonium nitrate concentration V4
and supplemented with 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 and 3,0 mg.L"of kinetin. To optimize the parica
clonal micropropagation protocol developed with sights to produce clones of first plant. They
had been used as younger explants fabrics, collected of the first trees of the area of
reforestation of the Tramontina farm. The gotten results had allowed to verify that the seeds
of parica present fast in vitro germination process independent of the used culture medium
providing the production of aseptic explants to be used in the initial process of
micropropagation; the presence of GA; in basic medium MS contend the half of the
concentrations of macro and micronutrients not if vitro makes necessary for emergency of
plantlets of parica in vifro. The antirust substances PVP and activated charcoal are not
indicated for reduction of the oxidation in parica. The nodal segments had presented less
intensity of oxidation in MS with the reduced ammonium nitrate concentration ¥ in presence
of the growth regulator not having difference between antirust substances citric acid and
ascorbic acid. For shoot induction the medium MS supplemented with 3 mg ! of BAP. A
trend of reduction in the length of the shoots with the increase of the citocinine in the medium
was observed. The shoots had been multiplied and transferred to rooting. The results got
support to in vitro propagation with happened plants of the field.

Key words: Schizolobium amazonicum; Germination, Antioxidant; Growth Regulator;
Micropropagation; Tissue Culture.
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1.2 APRESENTACAO

A atual situagdo que o Estado do Para vivencia, originada pelas rapidas e substanciais
alteragdes sofridas com o crescimento da comercializagio dos produtos derivados da madeira
e da implantacdo de grandes projetos minerometalirgicos, tem sido destaque no cenario
mundial, onde tem prevalecido a preocupacio com a sustentabilidade da exploragio desses
recursos. Todo esse processo de mudanga tem levado, pesquisadores, empresarios e o governo
a buscar alternativas de methoria na produtividade dos povoamentos florestais. Assim sendo,
um dos itens fundamentais da politica ambiental do Estado reside no estimulo as acdes de
reflorestamento, reincorporando, desta maneira ao sistema produtivo 4reas degradadas,
visando atender a demanda futura, sem contudo causar danos ao meio ambiente.

Neste sentido, investigagOes a respeito de espécies florestais, de rapido crescimento,
tém avangado constantemente, sobretudo no que se refere a multiplicagio rapida de uma
determinada espécie e a uniformizagdo de atributos tecnologicos da madeira. A estratégia de
produzir material genético melhorado de espécies florestais ¢ de grande importancia e foi
incorporada aos principios que integram a Agenda 21, que em seu Capitulo 11 ~ Combate ao
Desflorestamento — prevé uma série de atividades, entre elas a melhoria genética e sanitéria
(Martins e Neto, 1998), o que contempla o presente trabatho.

Em virtude da espécie florestal Schizolobium amazonicum Buber Ex Ducke (paricd),
esté sendo largamente cultivada em plantios de reflorestamento devido aos atributos
tecnologicos de sua madeira, destinada a: fabricacio de forros, palitos, fosforos, papel,
compensados, pasta de celulose, laminados de alta qualidade (Melo ez al, 1983) é que se vem
buscando, de forma bastante acelerada, a propagacio de plantas que sejam superiores em

s

aracteristicas desejéveis, tais como: volume, resisténcia a pragas e doengas, qualidade do

<

fuste, quantidade de casca, densidade da madeira, rendimento e qualidade de celulose, dentre
outros pardmetros que variam de acordo com a finalidade que se deseja a madeira, para que
haja melhoria da produtividade e a qualidade dos povoamentos de paricé.

A espécie de Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke, ¢ conhecida vulgarinente
como Paric4, Pinho Cuiabano e Faveira, entre outros. Pertence a classe das Dicotiledéneas,
familia Leguminosae, tribo Caesalpinieae (Vidal e Vidal, 2000). Ocorre em uma gama de
condi¢des ambientais que vao desde areas de terra firme, até as de varzea alta em solos de
alta e baixa fertilidade (Pereira ef al, 1982). Toda essa diversidade ambiental concentra-se na
Amazonia Brasileira, apresentando também ocorréncias no Peru e na Coldmbia (Medina,

1966).
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Arvore de grande porte podendo alcangar até 30 m de altura, com ramificagfo cimosa
e copa mediana, caracteristicas morfolégicas que propiciam a preferéncia dos passaros Jofo-
de-barro (Kuhlmann,1947) e japiins para instalagiio de seus ninhos. Segundo Albuquerque
(1995), a arvore ¢ muito parecida com o Schizolobium parahyba, distinguido-se desta por
florescer sem folhas ¢ pelas flores ¢ frutos duas vezes menores, bem como pelas pétalas
oblongas, mais firmes ¢ glabras; as folhas atingem até dois metros na fase jovem. A
inflorescéncia ocorre de junho a agosto cuja flor possui calice creme-esverdeado e corola
amarela, sendo seu principal vetor de polinizagio as abelhas (Venturieri, 2000). O periodo de

frutificagdo ¢ de outubro a novembro e seu fruto tem semente oblongo-achatada, com testa

negra, glabra, fosca e levemente aspera, com hilo circular (Figura 1).

FIGURA 1 - Aspecto de Sementes (A); Ramos com flores (B); Flor (C) ¢ Folha (D) da
arvore de Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke. Embrapa Amazonia Oriental. Belém -
PA, 2002.

Sua madeira ¢ branca, mole e leve com 0,30 g/cm3 (Menezes Filho et al, 1995). Nas
plantas jovens a casca é verde ¢ quando adultas sua casca apresenta-se esbranquicada. A
germinagdo da semente de parica é epigia criptocotilar, iniciando ao quarto dia ap6s o semeio,

a qual ¢ favorecida pelos processos de escarificagiio mecanicos, fisicos ou quimicos. E pouco
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exigente em fertilidade, podendo ser utilizada em reflorestamentos mistos, recomposicio de
areas depauperadas, substituir plantios de espécies exdticas de baixo desenvolvimento.

A propagacdo convencional ou sexual de espécies florestais é de grande importancia
no estabelecimento de programas de melhoramento genético porque garante a biodiversidade,
no entanto, apresenta como inconveniente o fato de produzir plantas muito heterogéneas com
povoamentos de baixa produtividade. Este problema pode ser superado através da
multiplicagdo de forma assexual, que gera material clonal com caracteristicas desejaveis
(Delwaulle, 1983). Cada planta, individualmente produzida pelo método assexual, &, na
maioria das vezes, geneticamente idéntica a planta-mae, constituindo, assim, o motivo da
aplicagdo da micropropagacio.

A cultura de tecidos, além de se constituir importante ferramenta auxiliar do
melhoramento florestal, principalmente na formagio de pomares de sementes, presta outras
importantes contribuigdes no sentido da obtengio de materiais superiores, livres de patogenos
além de exigir menor espago e tempo (Mantell, 1994). Outro ponto importante € que esta
propagacdo pode ser feita em qualquer época do ano, independentemente das limitacBes de
natureza sazonal, desde que thes sejam fornecidas condigdes apropriadas (Pasqual, 1985).

Os tipos de cultivo in vitro utilizados para propagacio de espécies lenhosas nio
diferem muito dos tipos utilizados para outra espécie de planta, todavia o estabelecimento de
espécies lenhosas ¢ mais dificil se comparadas com as herbéceas (Pierik, 1990).

Na sua grande maioria, os trabalhos de regeneragdo de plantas lenhosas, tém sido
desenvolvidos com explantes juvenis oriundos de sementes, em virtude do raro sucesso em
tecidos maduros, especialmente em arvores e arbustos. Pierik (1990) explica que o processo é
mais dificil de ocorrer nestes casos, devido a perda gradativa da capacidade regenerativa de
plantas, por isso tende-se a utilizar material procedente de plantas jovens, em especial
embribes e sementes. Apesar da dificuldade de regeneracio de explantes de espécies lenhosas,
Bonga e Durzan (1987c) relatam que os primeiros tipos de cultivos foram experimentalmente
utilizados com sucesso.

No Brasil, véarias empresas do setor florestal tém utilizado a micropropagacéio isolada
ou integrada a outros métodos de propagacio, visando a produgdo de clones selecionados para
o melhoramento genetico, produgdo em larga escala com vistas ao reflorestamento, produgiio
bioenergética e para uso paisagistico. Em muitos casos a regeneracio de plantas tem sido
obtida com sucesso em vérias espécies lenhosas, como é o caso do Eucalyptus spp. A maioria
dos protocolos desenvolvidos em cultura de tecidos de espécies florestais envolve coniferas

entretanto, pesquisadores como Franco e af (1996), Lopes {2000) ¢ Lameira ef af (2000)
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véem desenvolvendo estudos com as espécies tropicais de Schefflera morototoni (morototd),
Swietenia macrophylla {mogno) e Cedrela odorata (cedro), respectivamente. Ha de se
ressaltar que a preferéncia pelo parica reside em algumas vantagens, tais como: rapido
crescimento, habilidade de regeneragdo apos o corte, relativamente imune a pragas e doengas.
Estes fatos aliados a variabilidade existente entre as mudas produzidas pelo método
tradicional despertou o interesse de empresas e pesquisadores para o estudo de potencialidade
da técnica de micropropagacdo da espécie.

A micropropagagdo ou propagagdo vegetativa in vitro consiste na reproducio de
plantas idénticas a planta mde pela capacidade natural da multiplicagio vegetativa das
especies, entretanto, grande parte do sucesso da micropropagagio depende dos meios
nutritivos utilizados para a cultura de células, de tecidos e orgdos de plantas (Ferreira ef al,
1998). George (1993a) relata que os meios baseiam-se nas exigéncias das plantas quanto aos
nutrientes minerais, com algumas modificagdes que fornegam substincias essenciais para o
crescimento € a0 mesmo tempo controlam em grande parte o padrio de desenvolvimento. O
tipo de explante (apices caulinares, segmentos nodais e internodais) utilizado no sistema de
micropropagagdo € importante, pois determina a rapidez e eficiéncia do processo. Hussey
(1980) afirma que o niimero de propagulos teoricamente a obter, comegando por um broto
simples ou explante, estd entre 10° a 10° ou mais por ano, dependendo da espécie. Em varios
tecidos cultivados in vitro a utilizagio de substincias reguladoras de crescimento ¢ de
fundamental importancia para o estabelecimento da competéncia e determinacdo.

Em espécies lenhosas, um dos fatores que dificultam o estabelecimento do processo de
micropropagac¢do ¢ a presenga de substancias oxidantes. O escurecimento dos explantes se
deve muito provavelmente aos compostos fendlicos que s3o liberados quando os tecidos sdo
feridos. O processo oxidativo nestas espécies pode estar relacionado a certos eventos como
intensidade de luz, fotoperiodo, temperatura ¢ a concentragdo dos sais minerais do meio de
cultura provocando a perda do material vegetal. Para Torres ef al (1999} além dos fatores
citados, a idade fisiologica do explante, o nivel enddgeno de fitorreguladores, a presenca de
agentes gelificantes, influenciam consideravelmente na intensidade de oxidacdo da espécie a
ser cultivada.

Considerando o estagio atual das pesquisas, a empresa Tramontina Belém S.A
visualiza a necessidade de aprimorar cada etapa da cadeia produtiva, em diferentes fases e
processos vislumbrando o aumento da produtividade da espécie e alavancando o interesse
empresarial em termos de investimento. Ademais, a clonagem proporcionard diferentes

técnicas de cultivo, do mesmo modo que dard um salto qualitativo e quantitativo na
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propagacio vegetativa e na regeneragdo de espécies de grande interesse comercial. E
importante ressaltar, também, que o interesse da referida empresa em continuar pesquisando a
espécie, se relaciona aos resultados observades e constatados em seus plantios, localizados
no Municipio de Aurora do Para (PA).

Dentro desse panorama ¢ considerando a caréncia de estudos sobre a micropropagagio
da espécie, este trabalho teve como objetivo geral avaliar as respostas morfogenéticas de
parica e como objetivos especificos:

¢ identificar a methor condicfo in vitro para germinagfio de sementes:

® determinar uma metodologia para o controle da oxidagio in vitro;

¢ testar concentra¢Ges de reguladores de crescimento na multiplicagdo in vitro; ajustar e
otimizar a metodologia estabelecida para micropropagacio de parica usando material

de campo.
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CAPITULO I - GERMINACAOQ IN VITRO DE PARICA (Schizolobium amazonicum
Huber Ex Ducke)

2.1 RESUMO

O objetivo desse trabalho foi induzir a germinagio de parica iz vitro em dois diferentes meios
de cultura, visando obtengdo de plantulas como fonte de explantes sadios para o processo
inicial de micropropagagio. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Recursos
Genéticos ¢ Biotecnologia da Embrapa Amazonia Oriental, Belém-Para. QO delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso com dois tratamentos e dez repeticdes, sendo cada
unidade experimental constituida de dez tubos de ensaio com uma semente por tubo. Foram
utilizados meio de cultura basico MS, com a metade das concentra¢des de sais de macro e
micronutrientes, suplementado com 3 mg L' de AGs, adicionado com 0,1 de PVP e 0,6% de
agar. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 utilizando-se NaOH e/ou HCI em solugio 0.5 N. A
assepsia foi realizada com detergente comercial e NaOCl a 3%. Os resultados indicaram que
ndo houve diferenca significativa entre os dois tratamentos adotados, indicando que a espécie
apresenta eficiente germinago independente do meio de cultura utilizado. A presenca do AGs
no meio basico, ndo se faz necessario para emergéncia de plantulas. A germinacdo in vitro
propicia a produgiio de explantes assépticos para serem usados no processo inicial de
micropropagagao.

ABSTRACT

The objective of this work was to induce the germination of parica 7n vitro in two different
ways of culture, aiming at attainment of plantlets as source of healthy explants for the initial
micropropagation process. The work was developed in the Laboratory of Genetic Resources
and Biotechnology of the Embrapa Eastern Amazonia, Belem-Para. The experimental
delineation was entirely to with two treatments and ten repetitions, perhaps being each
experimental unit consisting of ten pipes of assay with a seed by pipe. They had been used
half of basic culture MS, with half macro and micronutrients concentrations, supplemented
with 3 mg ™! of GA3, added with 0,1 of PVP and agar 0.6%. Ways PH was adjusted for 5,8
using NaOH and/or HCl in solution 0,5 N. The asepsis was carried through with commercial
detergent and NaOCl 3%. The results had indicated that it did not have significant difference
between the two adopted treatments, confirming that the species presents efficient
independent germination of the used way of culture. The presence of the GA; in the basic
way, if does not make necessary for emergency of plantlets. The germination in vitro
propitiates the production of aseptic explants to be used in the initial micropropagation
process.
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2.2 INTRODUCAO

O Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke, vulgarmente conhecido como parica, é
uma das espécies madeireiras da regiio amazonica que foi identificada por Costa et al,
(1998) como de grande potencial para plantios em éreas degradadas, reflorestamento e em
sistemas agroflorestais. Para garantir o pleno sucesso da sua utilizagio em plantios
comerciais, pesquisas em diversas linhas vém sendo desenvolvidas visando propiciar maior
produtividade de sua madeira.

As sementes de parica apresentam elevado percentual de germinagdo (Nepstad ef al,
1982), principalmente, se forem viaveis e submetidas a processos de escarificagdo mecanicos,
fisicos ou quimicos que abreviem o processo. No entanto, a maioria dos estudos relacionados
com a germinagdo dessa espécie se refere basicamente ao método tradicional, porém,
atualmente, com o crescente interesse pela especie, pesquisas sobre a germinacio in vitro vém
sendo desenvolvidas. E importante ressaltar que, a vantagem da germinagdo de sementes in
vitro quando comparadas com as plantulas germinadas pelos métodos convencionais é a
garantia de uma germinagio rapida e uniforme, além do que, as plantulas obtidas sdo sadias e
apresentam crescimento inicial superior.

Germinagdo ~ Do Latim germinatio - que pode ser definida como o inicio do
desenvolvimento de um novo individuo vegetal, a partir de uma semente colocada sob
condi¢bes favoraveis (Larousse, 1998) dando origem a uma plantula normal (Filho et al,
1987). Labouriau (1983) define botanicamente como um fendmeno biolégico com uma série
de conversdes metabélicas que levam ao rompimento do tegumento pela radicula. Do ponto
de vista dos tecnblogos de semente, o processo € reconhecido desde que as plantulas
apresentem tamanhos suficientes, para que possam avaliar a normalidade de suas partes € a
sua possibilidade de sobrevivéncia.

Conforme Borges ¢ Rena (1993), para ocorrer a retomada do crescimento das
estruturas essenciais do embrido (germinagdo), a semente deve estar madura, ser bem
constituida e ter conservado o poder germiiiativo € ao mesmo tempo deve receber do meio
exterior dgua e oxigénio em quantidade suficiente para assegurar um intenso metabolismo.
Por outro lado, Mayer e Poljakoff-MAYBER (1989) afirmam que fatores como composi¢io
quimica e balango hormonal influenciam sobremaneira NO Processo germinativo.

Temperatura, disponibilidade de agua, luz, sio fatores ambientais que influenciam

consideravelmente no processo de germinacéo, sendo que a quantidade desses fatores varia




de acordo com as espécies e cultivares. De acordo com Carvalho e Wakagawa (1988), quando
a temperatura € elevada maior absorcio de a4gua ocorrers, afetando significativamente na
germinagio. Por outro lado, Evanari (1965) considera o elemento luz essencial no processo,
visto que € indicador de classificagio de espécies. O mesmo autor designa a sensibilidade das
sementes a luz como fotoblastismo positivo ou negativo. Desse modo, Gomes (1999) afirma
que condigdes ambientais apropriadas pata O processo de germinagdo podem ser fornecidas
em laboratérios.

Considerando que as sementes de parica, uma vez escarificadas, possuem eficiéncia de
germinagdo independente do uso do meio de cultura, o presente trabalho teve como objetivo
induzir a germinagio da semente de parica, in vifro em dois diferentes meios de cultura,
visando a obteng#io de plantulas uniformes, como fonte de explantes sadios para o processo

inicial de micropropagagio.

2.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia
da Embrapa Amaz6nia Oriental. As sementes de parica utilizadas eram de procedéncia das
populagdes do municipio de J i-Parand, no Estado de Ronddnia e foram doadas pela empresa
Tramontina Belém S.A.

As sementes de parica foram escarificadas mecanicamente com lixa e colocadas em
becker com 100 ml de agua. Na bancada do laboratério foram submetidas a varias lavagens
com agua corrente e detergente comercial. Na camara de fluxo laminar, previamente
esterelizada com 4lcool a 70%, as sementes foram imersas em solucdo de NaOCI a 3%, por
dez minutos, sendo cinco minutos em agitacdo e lavadas por cinco vezes com agua destilada
e autoclavada. Apds a lavagem, as sementes foram distribi uidas em placas de Petri
posteriormente inoculadas no meio de cultura.

Para o tratamento um, o meio de iniciagdo foi composto do meio de cultura basico MS
estabelecido por Murashige e Skoog, 1962 (Tabela 1) contendo a metade das concentragdes
de sais de macro e micronutrientes, suplementado com 3 mg L' de AG;, adicionado com
0,1% de PVP e 0,6% de agar e no tratamento dois foi utilizado 0 mesmo meio de cultura na
auséncia de AGs. O pH dos meios de cuitura foi ajustado para 5.8 antes da autoclavagem,
utilizando-se NaOH e/ou HCI em solugdo de 0,5 N. Os meios de cultura foram distribuidos

na quantidade de 16 m! por tubo de ensaio de 20 x 150 mm. A autoclavagem foi realizada a
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120°C e 1,2 atm durante 15 minutos. Em cAmara de fluxo laminar previamente esterelizada
com alcool 70 % e com auxilio de placas de Petri e pingas, esterelizadas em autoclave durante
20 minutos, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio. Apos a inoculagio das
sementes, os tubos de ensaio foram tampados com forminhas de aluminio de dimensdo 24 x
16 mm, lacrados com parafilm e mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16

horas de luz, irradiincia de 25umol.m?s!e temperatura de 25° C + 1°C.

TABELA 1 - Compesicio do meio basico MS (Murashige e Skoog, 1962)

Composto Conceniraciio Soluciio estoque {SE) Volunie (SE) /1600ml
(mg.L™") Concentragdo  mg/1000ml

Macronutrientes

(1) NH4NO; 1,650 50 X 82,500 20 ml
KH,PQO, 170 50 X 8,500

(2) KNO; 1,900 50 X 95,000 20 ml
MgS04.7H;0 370 50 X 18,500

(3) CaCl,.2H,0 440 50 X 22,000 20 ml

FeEDTA

FeS0,.7H,0 27.8 100 X 2,780 10 ml

Na;EDTA 37,3 100 X 3,730

Micronutrientes

MnS0,.4H,0 223 100 X 2,230

ZnS04.7H,0 8,6 100 X 860

H;BO; 6,2 100 X 620

Ki 0,83 100 X 83 10 ml

NaMo0,.2H,0 0,25 100 X 25

CuS045H,0 0,025 100 X 2,5

CoClL6H,Q 0,025 100 X 2.5

Vitaminas (mg/100ml)

Tiamina-HCi 0,10 500 X 5,00

Piridoxina-HCI 0,50 500 X 25,00

Acido nicotinico 0,50 500 X 25,00 2 ml

Glicina 2,00 500 X 100,00

Mio-inositol 100,00 500 X 5.000,00

Fonte de carbono

Sacarose 30,000 3%

PH 5,8 ]

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado utilizando-se dois
tratamentos que constaram de 100 sementes para cada tratamento, divididas em dez
repeti¢des. Cada unidade experimental foi constituida de dez (10) tubos de ensaio contendo

uma semente por tubo. As observacgdes foram feitas em dias mntercalados até o décimo quinto
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dia apés a inoculagdo. Os dados referentes ao nimero de Sementes germinadas e oxidacio

presente nos tubos foram tabulados. A analise estatistica da varidvel de resposta 1, n° de
Sementes germinadas, foram transformadas pelo Arcseno /x+05 » onde x € a percentagem

de germinacdo, e para a varidvel de resposta 2, oxidagdo o percentual
2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com analise de variancia (Tabela 2), nfio houve diferenga estatistica entre os
dois meios de culturg utilizados. Constatou-se que a metodologia adotada acelera o processo
de germinagdio das sementes de parica Isto indica que a espécie apresenta melhor
desempenho germinativo S¢ comparada com espécies florestais que nio apresentam boa
germinagdo in vitro ou levam periodo mais longo Pbara germinar, como é o caso da Sucupira
branca (Pierodon pubescens Benth) e do Pau rosa (dniba roseodora Ducke)

Coelho (1999) e Franga e al. (1997), respectivamente.

TABELA 2 - Resumo da Andlise de Variancia de Germinacio de Sementes

Fonte de Variagio G.L. S.Q. Q.M F
Meios de Cultura 1 17,00 17,00 0,1489NS
Erro Experimental 18 205499 114,16 -
Total 19 2071,99 - -

NS -Nio Significativo, {P>0,05) pelo teste F

O teste de germinacdo in vitro de sementes escarificadas de parica possibilita

detalhamento do comportamenio da semente em diferentes meios de culturs, Geralmente, as
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A partir do terceiro dia apés a inoculagdo, as sementes comegaram a germinar com o
aparecimento do eixo embriondrio. O epicétilo das plantulas apresenta crescimento rapido,
sendo possivel observar o surgimento de plantulas a partir do quinto dia. Resultados
semelhantes foram obtidos por Lopes (2000), com o mogno (Swietenia Macrophylla King),
no qual verificou que o surgimento de plantulas in vitro, em meio MS suplementado com

vitaminas, inicia no sexto dia pos-inoculagfo. Na figura 2 é possivel observar trés estadios de

desenvolvimento das plantulas apés a germinacdo de sementes.

FIGURA 2 - Plintulas de parica germinadas in vitro em diferentes estadios de
desenvolvimento apds 5 dias de inoculagdo. Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém — PA, 2002.

No sexto dia, foi observado que havia diferenca quanto ao surgimento das radiculas
em relagdo aos dois diferentes tipos de meio de cultura, entretanto, no décimo primeiro dia
quando 94 % das sementes j4 haviam germinado, as plantulas apresentavam uniformidade nas
radiculas. O estadio de plantulas completas foi alcancado ao final da 2* semana de cultivo in
vitro. A Tabela 3 proporciona melhor detalhamento do comportamento germinativo e do
desenvolvimento das estruturas essenciais das plantulas.

A percentagem de germinacgiio in vitro ao longo de quinze dias de cultivo foi de 94%
para o tratamento contendo AG; e 93% para o tratamento na auséncia desse regulador de
crescimento. As sementes de parica cultivadas na auséncia de AG; tiveram desempenho
germinativo semelhante ao tratamento contendo esse regulador de crescimento, no entanto,

apresenta uma certa vantagem quanto a reducio de custos.
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TABELA 3 - Comportamento germinativo de sementes de parica

Intervalo (dias) Germinaggo (%) Observagdes

* aparecimento do eixo embriondrio;
1-5 45 * exteriorizacio da radicula;
¢ exposi¢do do cauliculo;

¢ clevacdo dos cotilédones.

* desenvolvimento do meristema apical;
6-10 76 ¢ radicula transforma-se em raiz;
e cauliculo transforma-se em hipocétilo;

* formagdo das folhas e do epicétilo.

11-15 94 e formagéo de plantula completa.

De maneira geral a germinagdo, na proporcdo de plantulas emergidas, foi uniforme
para os dois meios utilizados, atingindo a méxima germinagfo no décimo primeiro dia de
cultivo (Figura 3). Similaridade de resultados foram obtidos por Lameira ef al. (2000), em

experimento com sementes de parica, onde 96 % das sementes germinadas foram convertidas

em plantulas

S

FIGURA 3 - Numero de plantulas de paricd germinadas iz vifro com
15 dias apés a inoculagio. Embrapa Amazénia Oriental. Belém - PA
2002.

*
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Neste experimento, o cultivo das sementes de parica in vitro, ndo apresentou
contaminagdo, demonstrando que a aplicacdo de NaOCI no momento da assepsia eliminou a
possibilidade de ocorréncia de patogenos. Harry e Thorpe (1994) afirmam que as sementes de
espécies tropicas, utilizadas para explantes devem passar por procedimento de desinfestacio
rigoroso, por causa do alto grau de contaminagio natural, com a combinagio de HgCly,
NaOCl e etanol.

A presenca de PVP foi reduziu a oxidagio em sementes de paricid a niveis nio
prejudiciais para a germinagio, resultando todas as observagGes, nos dois meios de cultura
testados, valores iguais a zero para a variavel oxidac¢do. Por essa raziio, nio foi realizada a
analise de varidncia. Acredita-se assim, que o principal efeito do PVP no meio de cultura
esteja relacionado com a capacidade de inibir a liberagdo de produtos fenolicos, os quais sio
prejudiciais aos tecidos cultivados in vifro. Segundo Siqueira e Inoque (1991), o processo de
oxidagdo ocorre, principalmente com a intoxicagio dos tecidos por fendis liberados por
tecidos recém-feridos.

As respostas fisiologicas das sementes de parica desencandeam processo de
germina¢do uniforme e répido. Portanto, a germinag3o de paricd nos meios utilizados
posstbilitou a produgdo de plantulas vigorosas € bem homogéneas, manifestando, dessa
maneira, a capacidade da espécie em dar origem a uma pléantula bem formada, nas condi¢hes
de laboratério. Este resultado proporcionou a produgdo de explantes juvenis e assépticos para
o estabelecimento de experimentos in vifro, levando a crer que a espécie apresenta potencial

para o processo inicial de micropropagacio.

2.5 CONCLUSOES

Nas condigdes do presente trabalho, conclui-se que:

a) As sementes de paricd apresentam eficiente germinagio in vitro independente do meio de
cultura utilizado, nfio se fazendo necessario a presenga de AG; no meio basico MS para
emergéncia de plantulas;

b) A presenca de PVP reduziu a oxidacdo na germinacio de sementes de parica;

c) A germinagdo in vitro de parica proporciona a produgdio de explantes assépticos para

serem utilizados no processo inicial de micropropagacgio.
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CAPITULO 111 - OXIDACAO IN VITRO DE PARICA

3.1 RESUMO

No segundo testou-se a acdo dos antioxidantes 4cido citrico e acido ascorbico no meio MS
com as concentragdes de nitrato de amoénia reduzida a Y2, Ya € 0. Nos dois experimentos os
meios de cultura foram suplementados com 3,0 mg. L de BAP, acrescido de 3 % de sacarose

de oxidagio através do teste qui-quadrado e da analise de varidncia. Pelos dados obtidos,
constatou-se que os antioxidantes 4cido citrico e 4cido ascorbico, foram os mais eficientes na

medium MS as tested it action of antirust substances acid citric and acid ascorbic in the half
MS with the reduced ammonia nitrate concentrations V2, Vs and 0. In the two experiments the
medium basic of culture had been supplemented with 3,0 mgL! of BAP, increased of 3 % of
sucrose and made solid with agar. The material was kept in room of growth with photoperiod
of 16 h of light and 25 luminous intensity of mmol.m-2.s | of irradiance. It was evaluated
intensity of oxidation through the test qui squared and of the analysis of variance. For the
gotten data, one evidenced that antirust substances acid citric and acid ascorbic, had been
most efficient in the reduction of the oxidation, however it was not possible to prevent it and
the interaction enters this acid in the half MS with reduced ammonium nitrate % was
presented as the most indicated in the control of the parica oxidation. It had significant
differences to the level of 5% of probability in the intensity of oxidation of the explants.
Formations of calluses and proliferation of shoots had been observed.




3.2 INTRODUCAO

A regeneragdo in vitro vem sendo utilizada com muita freqiéncia, constituindo-se uma
pratica rotineira para a produgo de plantas mais homogéneas e livres de doengas, levando ao
significativo incremento na produtividade de algumas especies. Entretanto, as plantas
lenhosas, como o paric4, apresentam maiores dificuldades para o estabelecimento in vitro, se
comparada com as herbaceas. Dentre os fatores considerados mais sérios ao estabelecimento
da cultura de tecidos, destaca-se a oxidacdo no material vegetal.

Fortes (1992), relata que o processo oxidativo em espécies lephosas pode esta
relacionado a certos eventos como intensidade de luz, fotoperiodo, temperatura e a
concentragao dos sais minerais do meio de cultura, especialmente o nitrogénio, a partir do
nitrato de aménio. Para Torres ef al (1999) além dos fatores citados, a idade fisiologica do
explante, o nivel endogeno de fitoreguladores, a presenca de agentes gelificantes, influenciam
consideravelmente na intensidade de oxidagio da espécie a ser cultivada.

O escurecimento do tecido também tem sido atribuido a liberagdo de compostos
fendlicos durante a excisdo dos explantes inibindo o crescimento da piantula, levando-a
morte. Conforme Andrade ef al (2000) as plantas lenhosas acumulam polifendis e produtos de
oxidagdo, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie excisada,
0s quais modificam a composigio do meio de cultivo e absor¢do dos metabélitos.

Para o controle da oxidagfo, diversos mecanismos tém sido adotados como: pré-
tratamento dos explantes, adi¢dio de antioxidantes ao meio de cultura, incubacfio inicial dos
explantes no escuro e reducio da concentragdo de sais a0 meio de cultura, tem sido
recomendadas por Grattapaglia e Machado (1998); Caldas ef al (1998).

Nas espécies tropicais, especialmente o parica, a presenca de oxidagio tem sido
constante, sendo necessario o desenvolvimento de metodologia especifica para superar este
entrave. Baseado nesta observacio, objetivou-se estudar a acio de quatro diferentes
antioxidantes e o efeito da concentraco de nitrato de amdnio na presenca dos antioxidantes,
acido citrico e 4cido ascérbico, no controle da oxidagdio iz vitro de segmento caulinar de
parica (Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke) com a finalidade de obter plantulas para

posterior multiplicagio.
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3.3 Acdio de diferentes antioxidantes no controle da oxidacfio em segmentos caulinar de

parica

3.3.1 Material e Métodos

Segmentos nodais de 10 mm de comprimento foram inoculados em tubos de ensaio
com 15 ml de meio de cultura basico MS contendo 3 mg.L! de BAP, acrescido de 30 g/L de
sacarose ¢ solidificado com 0,6% de Agar. Os tratamentos consistiram de: MS + 0,1% acido
citrico (AC); MS + 0,1% (PVP); MS + 0,1% carvio ativado (CA) e MS + 0,1% acido
ascorbico (AA). Apos inoculagdo, o material foi mantido em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h de luz, irradidncia de 25 pmol.m?2s™' e temperatura de 25° C + 1° C.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado constituido de
quatro tratamentos e cinco repeticBes totalizando vinte unidades experimentais, onde cada
parcela constou de dez tubos de ensaio contendo um explante por tubo.

A coleta dos dados foi efetuada apos duas semanas da inoculagio com a contagem de

presenca e auséncia de oxidagio. Os resultados foram avaliados através do teste qui-quadrado.

3.3.2 Resultados e Discussio

O resultado do teste qui-quadrado mostrou haver diferencas altamente significativas
entre os antioxidantes estudados ao nivel de 1% de probabilidade, permitindo a identificagio
do tratamento com menor incidéncia de oxidagdo.

Ficou evidente que a adicdo de antioxidantes ao meio de cultura retardou o processo
oxidativo, entretanto, nio foi suficiente para controlar a oxidagdo de explantes de parica
(Tabela 4). Varios autores tém reportado que a oxidagio basal do explante ¢ um ponto que
deve ser observado, pois causa dano, fazendo com que a planta nfio absorva os nutrentes do
meio, sobretudo os reguladores de crescimento.

Os segmentos nodais cultivados no meio MS acrescido com 4cido ascorbico ¢ acido
citrico apresentaram menor intensidade de oxidagdo. A utilizacio desses acidos tem sido
relatada por autores como Siqueira e Inoue (1991); Biasi ef al (1994), com satisfatoria para
retardar a oxidacio. Por outro lado, pesquisadores como Reuveni e Lilien-Kipnis (1974)

constataram a ndo eficiéncia desses antioxidantes com explantes da palmeira Phoenix
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dactylifera 1.. Apesar desses autores terem trabalhado com outras espécies, os resultados

indicam que a eficiéncia de antioxidantes varia de acordo com a espécie.

TABELA 4 - Intensidade de oxidacio em segmento caulinar de parica em funciio de

diferentes antioxidantes. Embrapa Amaz6nia Oriental — Belém, Pard, 2002.

Meio de Cultura + Antioxidante Intensidade de Oxidacio (%) Total
MS + Acido Citrico 69,04% (29} 42
MS + PVP 85,71% (42) 49
MS + Carvdo Ativado 86,71% (40) 46
MS + Acido Ascorbico 64% (32) 50
Xz 120%*

** diferenga altamente significativa pelo teste aui- uadrado ac nivel de 1% de probabilidade
C g p q

Dentre os antioxidantes quimicos utilizados em diversos protocolos, George (1993)
destaca o carvio ativado e 0 PVP. O primeiro pelo poder de adsor¢io dos exudatos liberados
pelos explantes e o segundo pela capacidade de reagir com os compostos oxidantes. No
entanto, de acordo com a pesquisa realizada, a utilizagdo de carvdo ativado e PVP, acrescido
ao meio de cultura n3o foram eficientes no controle de oxidagdo de parica. Resultados
similares foram obtidos por Crespo (1997) em seus estudos com Bactris gasipaes H. B. K.
(pupunha). Efeito negativo também foi relatado por Silva (2000) em seu estudo com Carapa
guianensis (andiroba). Por outro lado, Baleiriolla — Lucas ef ol (1982) em seus experimentos
com explantes nodais de macieira, conseguiram reduzir a oxidagio quando adicionaram PVP
ao meio de cuitura com alta concentragdo de Ca .

Foi observado que a adigio de antioxidantes a0 meio puderam diminuir a freqiiéncia
da oxidagdo, todavia, ndo foi possivel evita-la, ficando demonstrado que somente a utilizacio
desse procedimento ndo é suficiente para equacionar o problema de oxida¢io em cultura in
vitro de segmentos nodais de parica. Muitas evidéncias indicam que o fendmeno oxidativo
pode estar associado a fatores complementares como: intensidade de huz e concentragdo de
sais no meio de cultura. Esta hipdtese pode ser reforgada pelo fato de que a eficiéncia do
antioxidante no meio de cultura tem variado em diversas espécies lenhosas.

Deve-se ressaltar ainda, que embora esses resultados ndo oferecam explicacdes
totalmente satisfatérias possivelmente, o escurecimento dos tecidos para espécies lenhosas

podera ser reduzido ou até mesmo impedido, com adogdo de medidas conjuntas, conforme



recomendagdes de Grattapaglia e Machado (1998), haja vista que, a utilizacdio dessas medidas
-

na micropropagacgio de espécies lenhosas tem sido aplicada com resultados satisfatérios na

reduco da oxidacgio.

3.3.3 Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que:

a) A adigdo dos acidos ascorbico e citrico proporcionou melhor redugio na freqiiéncia de
oxidagio em segmento caulinar de parica.
b) Os antioxidantes com menor eficiéncia no controle do processo oxidativo em segmento

caulinar de parica foram o carvido ativado e o PVP.

3.4 Efeito de diferentes concentragdes de nitrato de aménio no controle da oxidacio In

Vitro em segmento caulinar de parici.

3.4.1 Material e Métodos

Os explantes medindo 10mm de comprimento foram inoculados em tubos de ensaio de
20 x 150 mm contendo 10mi de meio de cultura MS solidificado com 0,6% de agar,
suplementado com 30 gL' de sacarose e 3 mg L' de BAP. Nesse experimento foram
utilizados os seguintes tratamentos: MS + 0,1% AC; MS (2 NH4NOs) + 0,1% AC; MS (¥4
NH4NO;3) +0,1% AC; MS (Sem NH4NO;) + 0,1% AC; MS +0,1% AA: MS (Y2 NH4NO3) +
0,1% AA; MS (V4 NH4NOGs) + 0,1% AA e MS (Sem NH NG;) + 0,1% AA. O pH dos meios
de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, utilizando-se NaOH e/ou HCl em
soluggo de 0,5 N. O material vegetal foi levado para sala de incubagdo com temperatura

variando de 26°C + 2°C, umidade relativa do ar média em torno de 70% com fotoperiodo de
1

16 h de luz e irradidncia de 25 pmol.m™.s
O Delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado constituido de oito
tratamentos e cinco repetigdes totalizando quarenta unidades experimentais, onde cada parcela

constou de cinco tubos de ensaio contendo um explante por tubo.
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A coleta dos dados foi efetuada no décimo terceiro dia do cultivo com a contagem de
presenca e auséncia de oxidacdo. Para esta variavel os dados foram iransformados em
Arcosenc v%0x /100 e avaliados atraves da anélise de varidncia, A observagdo visual foi o
método utilizado para verificagiio de freqiiéncia de calos e proliferagdo de brotos, nio sendo

realizado anlise estatistica para essas duas variaveis.

3.4.2 Resultados e Discussio

A oxidagdo é um dos principais fatores que mais negativamente afetam o
desenvolvimento de ensaios com espécies lenhosas. No caso em estudo, a oxidacio se fez
presente em todos os tratamentos, entretanto, a anélise de varidncia indicou existir diferencas
significativas somente para concentragdo de nitrato de aménio. O antioxidante e a mnteragio
de antioxidante e nitrato de amdnio estatisticamente nio apresentam diferencas significativas
(Tabela 5), porém os antioxidantes tendem reduzir a oxidagdo, conforme observado o

experimento anterior.

TABELA 5 - Resumo da analise de variancia para presenca de oxidaciio em segmento
caulinar de paricd em funcio da Concentracio de nitrato de aménio ¢ antioxidantes.

Embrapa Amazénia Oriental - Belém, Pari, 2002.

Fonte de Variagio GL. S.Q. Q.M. F
Antioxidantes (AO) 1 0.04151415 0.04151415 0.4548™
Nitrato de Aménia (NA) 3 0.62002315  0.20667438 2.2640*
AOX NA 3 0.11262915 0.03754305 0.4113™
Residuo 32 292115442 0.09128608 -
Total 39 3.69532088 -

*, ns — Significativo ¢ Nio Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,
C.V (%): 70.24
Meédia: 23 66

Siqueira e Inoue (1991) em experimentos com Cocos nucifera 1., conseguiram reduzir
50% da oxidagdo quando adicionaram estes 4cidos ao meio. A utilizagio desses 4cidos tem

sido relatada como eficiente para retardar a oxidagio de tecidos (Murashige, 1974: EI
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Hennawy e Wally, 1980). Similaridade de resultado foi obtido por Melo et a/ (2001) com
guarirobeira, onde o acido ascorbico foi 0 antioxidante mais eficiente no controle da oxidacio.
Para George citado por Melo er o (2001) a eficiéneia desses antioxidantes se deve ao fato de
que eles reagem com os metais pesados do meio de cultura, evitando que os mesmos fiquem
disponiveis para oxidarem. Outros antioxidantes tém sido utilizados em espécies lenhosas,
com resultados sétisfatézios.

Os tratamentos mais eficientes foram aqueles em que o nitrato de aménio foi reduzido
a ', independente do antioxidante utilizado. A curva de Tegressio mostra claramente que a
intensidade de oxidagdo varia de acordo com a concentragdo do nitrato de aménio (Figura 4).
Assim, verifica-se que reduzindo a concentracdo de nitrato de aménio a metade, diminui-se a
oxidagdo. Porém se este ndo for adicionado ao meio de cultura o processo oxidativo tende a
aumentar. A analise de regressio indica ainda que, a reducdo da oxidag#o para um minimo de

15,83% pode ser alcangada se a concentracdo de nitrato de aménio girar em torno de 44 15%.

FIGURA 4 - Representagio grafica e equacdo de regressio para
oxidagio em explantes de parica cultivados em meio MS com
diferentes concentragGes de nitrato de aménio com adigdo de 4cido
citrico e acido ascorbico. Embrapa Amaz6nia Oriental —~ Belém, Para,
2002.

Tem sido documentado que em muitas espécies o crescimento e desenvolvimento das
pléntulas sdo influenciados pelas concentragdes de sais minerais, especialmente o nitrogénio.
Demeyer e Dejaegere (1992); Terry e Raab (1994) relatam que a variagdo da oxidagio pode

esta relacionada ao fato do jon de amdnio ser imediatamente assimilado pelas plantas
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provocando acidez da cultura ao redor do explante. Os mesmos autores explicam ainda que o
pH do meio faz com que o nitrogénio exerca efeitos toxicos nos explantes, bem como, a
amonia desfaz a concentragdo de agicar provocando diferentes modificagdes nas fungdes
metabolicas das plantas. Isso demonstra que a assimilagio de elevadas concentragdes de
nitrato de amonio tende a ser altamente promotoras de oxidagfio entre as espécies lenhosas. O
nitrogénio se constitui o principal nutriente das plantas, entretanto, a concentracdo otima € a
forma usada parecem ser dependentes da auxina do meio e também pela caracteristica propria
de cada planta.

Apesar de nfo ter sido feito andlise para as variaveis, namero de brotos e frequi€ncia

de calos, foi possivel observar a presenga destas a partir do quarto dia de incubagio da cultura

(Figura 5).

FIGURA 5 - Aspectos da formagdio de calos, brotos e oxidagdo em segmentos nodais de
paricd em meio de cultura MS, na presenga de antioxidantes. Embrapa Amazonia Oriental,
Belém — PA. 2002.
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A citocinina (BAP) favoreceu o surgimento de pequenos brotos em todos os
tratamentos, entretanto o entumescimento na base do explante comprometeu a sobrevivéncia
das brotagBes, sendo necessario no décimo quarto dia realizar a transferéncia do material para
um novo meio de cultura. Os explantes mostraram pequena formagdo de calos compactos e
friaveis sugerindo que a reducdo do nitrato de amdnio é capaz de diminuir a formagio destes.

A gravidade da oxidagfo tem levado a pré-tratamentos dos explaites e a adigdo de
substancias ao meio de cultura. Para Oliveira ef af ( 1994); Flores et al (1998); Torres et al
(1999) além do meio de cultura fatores como luz, idade fisiologica do explante, nivel
endogeno de fitoreguladores, agentes gelificantes, influenciam consideravelmente na
intensidade de oxidagio da espécie a ser cultivada. Deste modo, apesar da baixa oxidagdo

neste meio, ha necessidade de ajustes para aumentar a eficacia do processo

3.4.3 Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que:

a) A oxidac¢do de segmentos caulinar de parica diminui quando a concentraciio de nitrato de
amdnia o mejo MS € reduzida a 14 :

b) A adi¢io dos antioxidantes, acido ascérbico e acido citrico, ao meio MS tende a reduzir o
processo oxidativo;

¢) A frequéncia de calos diminui na presenca do meio MS com a redugdo na concentragio de
niirato de aménia,

d) O BAP favorece o surgimento dos brotos, entretanto ocorre entumescimento na base dos

explantes o que afeta negativamente no desenvolvimento dos mesmos.
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CAPITULO IV - MICROPROPAGACAO DE PARICA A PARTIR DE SEGMENTO
NODAL

4.1 RESUMO

A propagacdo do parica através da semente n3o permite que a nova planta mantenha as
caracteristicas originais da planta mie. Este problema pode ser superado com a
micropropagacio. O trabalho objetivou testar concentragdes de reguladores de crescimento na
inducdo de brotagdes e adequar o protocolo desenvolvido para plantas advindas do campo. Os
explantes foram excisados e inoculados em meio MS sélido, suplementado com 0; 1,0; 1,5;
2,0,2,5e3,0 mg.L‘1 de BAP adicionados com 3% de sacarose e 0,1% de PVP ¢ no meio MS
com a concentragio de nitrato de amonio reduzido & Vs, suplementado com 0;1,0; 1,5; 2,0; 2,5
e 3,0 znng.L'1 de cinetina, com 0,1% de 4cido ascorbico e 3% de sacarose. As culturas foram
mantidas por 16 horas didrias de luz a 25 + 1°C de temperatura. O nimero de brotagSes
aumentou linearmente com o aumento das concentragdes dos reguladores de crescimento,
entretanto, houve diminui¢io no comprimento dos brotos. O cultivo dos segmentos nodais
nas concentragdes de 3,0mg L™ BAP e 2,0 mg L” de KIN, produziram em média 2,14 e 1,18,
brotos por explante, respectivamente. Posteriormente os brotos foram transferidos para o meio
MS suplementado com AIB para enraizamento, nas mesmas condigdes de cultivo. A obtenc@o
de mudas clonadas de planta matriz ainda ndo atingiu os resultados esperados. Porém,
algumas constatagdes foram feitas em relagio ao controle de contaminagdo, oxidagdo e
formac@o de brotacdes .

ABSTRACT

The propagation of parica through the seed does not allow that the new plant keeps the
original characteristics of the plant mother. This problem can be surpassed with the
micropropagation. The study objectified to test concentrations of regulators of growth in the
shoots induction and adjust the protocol for happened plants of the field. The explants had
been excised and inoculated in half solid MS, supplemented with 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 and 3,0
mg L" of BAP added with 3% of sucrose and 0.1% of PVP and in the half MS with reduced
the ammonium nitrate concentration to %, supplemented with 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 and 3,0 mg
L of cinetin, with 0,1% of acid ascorbic and 3% of sucrose. The cultures had been kept by 16
daily hours of light 25 + 1°C of temperature. The number of shoots increased linearly with the
increase of the concentrations of the growth regulators, however, had reduction in the length
of the shoots. The culture of the segments of plantlets in the concentrations of 3,0 mg. L' BAP
and 2,0 mgL" of KIN, had produced in average 2,14 and 1,18, shoots for explant,
respectively. Later the sprouts had been transferred to the half MS supplemented with AIB for
rooting, in the same conditions of culture. The clonal seedling attainment in the first tree still
did not reach the waited results. However, some constatations had been made in relation to the
control of contamination, oxidation and induction of formation shoots and caliuses.
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4.2 INTRODUCAO

A intensiva exploragio dos recursos naturais da Amazonia nas ultimas décadas levou a
sociedade a mobilizar-se no sentido de criar mecanismos visando minimizar as perdas
econdmicas, sociais ¢ ambientais decorrentes deste processo.

Neste sentido, empresas florestais t€m apresentado interesse na utilizagdo dessa
tecnologia a geragdo da arvore ideal que permitam a formagdo de povoamentos florestais
methorados com caracteristicas de interesse. A utilizagdo da cultura de tecidos apresenta-se
como uma importante ferramenta quando se pretende multiplicar e propagar vegetal
promissor do mesmo modo que diminui a pressdo e o predatismo sobre as florestas.

Esta estratégia de desenvolvimento possui vantagens de prevenir a disseminagio de
pragas e doengas de uma geraglo para outra, obter um nimero elevado de plantas num curto
espago de tempo (Souza ef al.,, 1995), do mesmo modo que propicia a conservacdo dos
recursos naturais, manutengdo do patriménio genético e da biodiversidade (Gomes, 1987).
Grattapaglia e Machado (1990) destacam a técnica como a mais difundida, precisa e concreta.

O parica (Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke) ¢ preferencialmente propagado
por semente, ¢ uma espécie ristica pouco exigente em adubagiio e de facil adaptacio em
diversos tipos de solo, razdo pela qual vem sendo bastante cultivada. No entanto, tem sido
observado que existe grande desuniformidade nos plantios. Sendo assim, a cultura de tecidos
aparece como alternativa que possibilita a produ¢io de dezenas ou centenas de mudas,
uniformes a partir de uma semente ou matriz selecionada (Melo ef al., 1998),

A micropropagagdo atualmente tem sido muito utilizada, principalmente com a
finalidade de clonar arvores selecionadas para o melhoramento genético (Pasqual e Barros,
1991), producdo em larga escala visando o reflorestamento, revitalizacio de 4reas
depauperadas e produco bioenergética.

Nos ultimos anos, a técnica de cultura de tecidos vegetais i vitro tem sido aplicada
para propagar e multiplicar plantas lenhosas (Sommer e Wetzstein, 1984) através do uso de
calos, orgdos, células e culturas de protoplastos com resultados satisfatérios, ndo diferindo
muito dos tipos utilizados para outras espécies de plantas. O potencial de obter maiores e
melhores plantas mediante técnicas de clonagem, se origina da capacidade do explante
(pequena parte do tecido) ser colocado em condigdes fisicas e quimicas artificiais (Serra,
1999), induzindo o vegetal a capturar os componentes genéticos aditivos e ndo aditivos

(Assis, 1996) promovendo seu melhor desenvolvimento e crescimento.
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Todos os seres vivos respondem a estimulos fisicos e quimicos como mudanca de
luminosidade, de temperatura, de pressdo ou de composigio quimica do ambiente em que
vivem. Deste modo, a formagZo de plantulas através da técnica de cultura de tecidos se dé na
presenga de “reguladores de crescimento”. Produto quimico sintético com atividade
fisiologica similar as substincias de crescimento natural da planta. Dentre estas substincias
estdo: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e cido abscisico {(George, 1993a).

As auxinas, citocininas e associagio auxina-citocinina sio as mais utilizadas na
micropropagagdo. As auxinas quando incorporadas ao meio de cultura induzem a formacdo de
calos, crescimentos de células em suspensdio e 6rgdos, j4 as citocininas, sio reguladores que
participam de um grande namero de processos fisiologicos que promovem a maturacdo dos
cloroplastos, retardam a senescéncia das folhas e anulam a dominancia apical. A associagdo
destes dois reguladores estimula a divisio celular e regulam a morfogénese (Garttapaglia ¢
Machado, 1998).

A micropropagagio de espécies lenhosas apresenta alguns fatores limitantes se
comparadas com as espécies herbaceas, o que tem dificultado o processo. Para superar este
problema, o desenvolvimento de metodologias especificas, que otimizem a utilizagdo da
técnica faz-se necessario.

No contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragdes
de reguladores de crescimento na indugio de brotagdes de parica a partir de explantes obtidos
de plantulas assépticas germinadas in vitro com a finalidade de micropropagar a espécie, ¢

adequar e otimizar o protocolo para plantas advindas do campo.

4.3 Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) sobre a propagacio de brotos in vitro de
Schizolobium amazonicum Huber Ex Ducke

4.3.1 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia
da Embrapa Amaz6nia Oriental. Foram utilizados explantes de parica de plantulas assépticas
cultivadas in vitro. Explantes constituido de segmentos nodais com aproximadamente 0,5 cm
foram inoculados em meio MS suplementado com diferentes concentracSes de BAP.

O meio de cultura teve seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, solidificado

com 4gar a 6 mg L e autoclavado a 121°C, 1,2 atm por 15 minutos. O meio foi distribuido
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em tubos de ensaio na quantidade de 10 ml. Os explantes foram inoculados um em cada tubo
de ensaio, em cdmara asséptica de fluxo laminar e, apés a inoculagdo, os tubos foram
tampados e lacrados com filme pvc e levados para sala de crescimento, com temperatura de
25°C + 1°C, fotoperiodo de 16 horas de luz diarias ¢ irradisncia de 25 pmol.m?s™. Foram
testadas cinco concentragdes de BAP (0; 1,0; 1,5;2,0;2,5¢ 3,0 mg.L'I).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos ¢ quatro repeticBes sendo cada unidade experimental constituida de cinco tubos
com um explante por tubo. As avaliagdes foram realizadas 20 dias apOs o cultivo inicial
tomando-se o niimero e comprimento dos brotos.

A analise estatistica foi feita através da analise de variagdo e teste de regressdo. Os
dados do nimero de brotos foram transformados para v0,5+x e os dados comprimento dos

brotos ndo sofreram transformacfo.

4.3.2 Resultados e Discussio

O resumo da analise de varifincia obtido para numero e comprimento de brotos de
parica, encontra-se na Tabela 6. Pode-se observar que houve diferencas significativas nas

concentragdes de BAP testadas.

TABELA 6 - Resumo da analise da varifncia para o nimero e comprimento de
brotacdes de parica em funcio das conceniragGes de BAP. Embrapa Amazonia Oriental.

Belém — PA. 2002.

G.L Quadrados Médios F
Causas da N° Comp. Ne° Comp. Ne Comp.
Variacio  de brotos de brotos  de brotos! de brotos  de brotos de brotos
(mg)

Conc. BAP 5 5 1,01929015  0,63135914 10,57*% 4.15%
Residuo 114 99 0,09643701  0,15219505

CV(%) 22,15 58,00

Média 1,4 0,67

*e¢ ** Significativos a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
'Dados transformados em +/0,5+x
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O tratamento que resultou em maior nimero médio de brotagdes foi 0 que continha a
concentragdo de 3 mg.L™'. Observa-se na equagio de regressio que o nimero total de brotos
obtidos por morfogénese direta apresentou uma tendéncia de aumento linear no nimero de
brotos produzidos por explante a medida que aumenta a concentragio do regulador de
crescimento. Porém, nota-se que os tratamentos com as concentragdes 1,0 ¢ 1,5 mg.L'§ ndo
seguem a mesma tendéncia observada (Figura 6). Para esta diferenga de comportamento deve-
se levar em consideragdo que o material utilizado no trabalho foi proveniente de sementes de
genotipos variados, podendo assim ter uma alta variabilidade dentro do material.

Deve-se ressaltar ainda que a variabilidade experimental pode estar ligada a variacdo
no tamanho do explante e condi¢8es in vitro parcialmente controladas. Segundo Izquierdo e
Lopez (1991) a heterogeneidade nos cultivos iz vitro ¢ subestimado atribuindo que existe um
controle nas condigdes de laboratério, 0 que nem sempre ¢ verificado em diversos trabalhos

publicados.

FIGURA 6 - Efeito de diferentes concentragdes(mg.L™) de BAP no
numero médio de brotagdes de paricd induzidos em meio MS.
Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém — PA. 2002.

r= =0,7860

O efeito benéfico do BAP na multiplica¢do de brotagdes, relaciona-se com a influencia
deste regulador de crescimento na divisdo celular e na liberagdo das gemas auxiliares emitidas
pela domindncia apical. Os dados obtidos sdo concordantes com as afirmacdes de Barbosa

(1986) que identificou 6timo estimulo ao desenvolvimento das gemas de macieira, em meio
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MS acrescido de BAP com as concentragdes de 2,0 € 2,5 mg.L‘l. Estes resultados coincidem
também com os registrados por Pasqual ¢ Barros (1992) em segmento caulinar de barbatimio
(Strynodendron adstringens (Mart.), Do mesmo modo, com os resultados observados por
Correia e Graga (1995) com acacia negra (Acdcia mearsii De Wild).

Altas concentragdes de citocinina tém sido usadas para proliferacio de brotos de
algumas espécies com resultados satisfatorios, como é o caso do pau santo (Kielmeyera
coriacea, Martius) estudado por Arello e Pinto (1993) em seus experimentos com segmento
nodal nos quais utilizaram 5,0 mg " de BAP associado com 0,1 mg L™ de ANA.

Por outro lado, o uso de baixas concentragdes de BAP a0 meio também tem sido
indicada p.ra espécies lenhosas como Eucalyptus globulus ssp. Globulus Labill e sucupira
branca [Prerodon pubescens (Benth.) Benth ], espécies estudadas por Ponte ( 1999) e Coelho
(1999), respectivamente, utilizando concentracdes mais baixas do que as usadas neste
trabalho.

A taxa de multiplicagdo obtidas no presente trabalho, em que se conseguiu em média
2,14 brotos por explante, indica que, provavelmente, a baixa proliferagio de brotos esteja
relacionada com as caracteristicas da propria planta. Resultado similar foi obtido por Andrade
et al (2000) na propagacdo de aroeira (Myracrodrun urundeuva Fr, All) onde apenas um broto
por explante foi obtido.

A curva de regressdo para o comprimento das brotacdes em relacdo as concentraghes
encontra-se na Figura 7. Nota-se que a curva forma uma parabola chegando ao ponto maximo
na concentragio de 2 mg.L”. Esta tendéncia de diminui¢do do comprimento da brotagio pode
estar ligada ao fato de que as citocininas estimulam a maior producdo de partes aéreas até uma
determinada concentragio, o que varia de acordo com a espécie, e a partir desta, ocorre um
efeito tOxico, que se caracteriza pela falta de alongamento das culturas (Garttapaglia e
Machado, 1998).

Os mesmos autores citam que os sintomas que mais caracterizam a toxidez da
citocinina no meio so: excessivo estufamento e falta de alongamento das brotages; redugio
no tamanho das folhas; encurtamento nos entrends; engrossamento excessivo dos caules ¢
vitrificagdo generalizada das culturas. Estes resultados equivalem ao observado por Chee e
Poll (1989) que constataram uma redugio do crescimento das brotagdes em concentragdes
mais elevadas. Bavieira ez a/ (1989), conseguiram uma correlagdo positiva entre concentragio

de BAP e taxa de multiplica¢3o na cultura da pereira ‘Conference’
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FIGURA 7 - Efeito de diferentes concentragdes (mg.L™) de BAP no
comprimento de brotos de paricd induzidos em meio MS. Embrapa
Amazbnia Oriental, Belém — PA. 2002.

Apesar de ndo ter sido feito andlise para as varidveis, oxidacio ¢ calogénese, foi
observado que os explantes, mesmo nas concentragdes mais baixas apresentaram essas
formacdes. H4 evidéncias que espécies lenhosas liberam maior quantidade de compostos
fenolicos ao meio favorecendo a oxidacio.

No que concerne a formagio calos, observou-se que a medida que se aumentou a
concentragdo do regulador maior ¢ a incidéncia dessa formagdo. Isto se deve provavelmente,
a0 desbalanceamento nos niveis de fitohorménios contidos no explantes. Segundo Santos
(1998) clevadas concentragdes de citocinina parecem reagir com a quantidade de auxina
endogena do explante o que leva a formagsio de calos provocando certa inibi¢do no
surgimento dos brotos (Figura 8A).

Apbs vinte dias de cultivo o fraco padrio de desenvolvimento dos brotos pode ter sido
ocasionado pela elevada concentragio de sais meio do MS. A transferéncia dos brotos para o
meio MS com a metade da concentragfio dos sais e na auséncia de regulador de crescimento
induziu um maior crescimento dos mesmos (Figura 8B), demonstrando que para o parica a
concentragdo dos sais deve ser reduzida & metade e que a presenca da citocinina em
subcultivos deve ser evitada pois o regulador em excesso acaba por inibir o alongamento dos
brotos. McCown e Sellmer citados por Coelho (1999) explicam que baixa concentragio de

sais no meio de cultura jamais ¢ prejudicial para o desenvolvimento de explantes.
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FIGURA 8 - Aspectos de brotagdes de parica a partir de segmentos nodais em meio MS
suplementado com BAP. A — inicio de langamento de brotos com presenca de calo, B —
Alongamento de brotos no meio ¥ MS sem regulador de crescimento. Embrapa Amazdnia
Oriental, Belém — PA. 2002.

4 3.3 Conclusdes

a) O regulador de crescimento BAP na concentragdo de 3 mgL’ proporciona maior
proliferagéo de brotos de paricé, porém causou toxidez e por conseguinte uma redugéio no
desenvolvimento dos brotos.

b) O comprimento das brotagdes em fungfio das concentragdes de BAP nio segue uma
tendéncia linear, tendo uma faixa 6tima entre 2,0 € 2,5 mg,L'].

¢) O maior comprimento dos brotos de paric ocorre na presenca do meio MS com a metade

das concentragdes dos sais e auséncia de regulador de crescimento.

4.4 Efeito da concentraciio de cinetina para obtencio de brotacdes em segmentos nodais

de parica

4.4.1 Material ¢ Métodos

Os explantes foram cultivados em meio de cultura MS com a concentragio de nitrato
de amdnio reduzido a Y, solidificado com 4gar a 0,6 % e suplementado com 0; 1,0: 1,5: 2,0,

2,5 3,0 mgL” de cinetina, acrescido de 30g/L sacarose e 0,1% de acido citrico. O pH dos
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meios de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Tubos de ensaio de 20mm x
150 mm contendo 15ml de meio de cultura foram autoclavados & 121°C por 15 minutos. Em
seguida, os explantes medindo 10mm de comprimento foram inoculados em cimara de fluxo
laminar, em condigdes assépticas. A cultura foi mantida em sala de crescimento nas mesmas
condi¢des do experimento anterior.

O delineamentio experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e quatro repeticdes sendo cada unidade experimental constituida de cinco tubos
com um explante em cada.

A coleta dos dados foi efetuada no décimo quinto dia do cultivo com a contagem de
numero € comprimento de brotagdes. A andlise estatistica foi feita através da analise de

variagdo e teste de regressdo. Para variavel nimero de brotos os dados foram transformados

para 1/0,5+x e os dados comprimento dos brotos ndo sofreram transformacgo.

4.4.2 Resultados e Discussao

A andlise de varidncia do nimero e comprimento de brotagdes, encontra-se na Tabela
7. Os resultados mostram haver diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade,

para as duas variaveis em relacdo as concentracdes de cinetina utilizadas no experimento.

TABELA 7 ~ Resumo da andlise de variincia para o ntmero e comprimento de
brotacdes de parica em fumnciio do efeito de conceniracdes de KIN. Embrapa Amazonia

Oriental, Belém — PA. 2002.

G.L Quadrados Médios F
Causas da Ne Comp. Ne Comp. Ne° Comp.
Variacdo de brotos de brotos  de brotos! de brotos  de brotos de brotos
(mg)
Conc. KIN 5 5 0,23677734 0,63135914 1,85% 4,52%%
Residuo 114 99 0,12777902  0,15219505
CV(%) 31,63 51,93
Média 1,13 0,62

*e ** Significativos a 5 ¢ 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
'Dados transformados em /0,5+ x
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Embora tenha ocorrido diferenca significativa no nimero de brotos formados, o
tratamento mais eficiente (2 mg L) apresentou apenas uma media de 1,18 broto por explante.

A linha de regressdo mostrou tendéncia linear crescente com o aumento da
concentragdo de KIN no meio de cultura, indicando que provavelmente em concentragdes
maiores poderia apresentar melhores resultados. Porém, verifica-se alta amplitude de variagfo
no namero de brotos por explante. Este fato muito provavelmente esta relacionado a fatores
genéticos, uma vez que cada explante apresenta caracteristicas unicas e as necessidades para
cultivo in vitro também tendem a ser anicas (Figura 9). Deve-se ressaltar que a capacidade de
regeneragio e crescimento in vitro parece estar associada nio apenas ao gendtipo mas também
a atividade fisiolégica na planta matriz, sob o controle de diversos fatores endogenos e

ambientais (Izquierdo e Lopez ,1991).

FIGURA 9 - Efeito de diferentes concentragdes (mgL") de KIN no
numero médio de brotagdes de parica induzidos em meio MS.
Embrapa Amazdnia Oriental, Belém — PA. 2002.

r=+R? =0,6613

Barve ¢ Mehta (1993) trabalhando com este mesmo regulador em  Commiphora
wightii (mirra) relataram que em concentragdes acima (18 uM) altos indices de brotacdes
foram obtidos. Lameira (1997) em seu estudo com Cordia verbendcea L. (erva—baleeira),
arbusto perene, verificou que a KIN a 5 umol associado com 0,01umol de ANA foi mais

favoravel a multiplicagio in vitro quanto ao niimero de brotagdes.
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De acordo com Pierik (1990) altas concentragdes de citocininas (1 a 10 mgL™) no
meio de cultura podem induzir a formagfio de brotos adventicios, porem normalmente o
enraizamento € inibido.

A curva de regressio para comprimento das brotagdes em relagio as concentragdes
testadas, encontra-se na Figura 10. Nota-se que a curva indica um comportamento ascendente
até o ponto maximo atingido com a concentragio de 2,0 mg.L". Pode-se observar ainda, que
0 menor tamanho das brotagdes ocorre no tratamento com 1,0 mg.L” deste regulador de
crescimento. Usando 5 uM de KIN no meio WPM, Oltramari ez af (2002) obtiveram melhor
média de comprimento das brotagSes com a espécie Acca sellowiana (Berg) (goiabeira

serrana).

FIGURA 10 - Efeito de diferentes concentragdes (mg.L‘l) de KIN no
comprimento de brotos de paric4 induzidos em meio MS modificado.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém — PA. 2002.

O aparecimento das brotagSes ocorreu ap6s 6 dias do inicio do cultivo. Com vinte dias
de cultivo, 86 % dos explantes apresentavam brotagdes. Durante o periodo de trés semanas de
cultivo foi observada a presenga de calos friaveis, de lenticelas e o inicio de oxidacdo nos
explantes (Figura 11A e 11B), sendo necessario a transferéncia dos brotos para novo meio de
cultura.
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FIGURA 11 - Brotagdes de paricd a partir de segmentos nodais em meio MS modificado
suplementado com KIN. A — brotagdo com presenga de calo ¢ lenticelas; B — brotagéio com a
presenga de calos e inicio de oxidagio na base do explante. Embrapa Amazénia Oriental,
Belém — PA. 2002.

4.4.3 Conclusdes

a) A concentragio de 2 mg.L! do regulador de crescimento de KIN é a mais eficiente na
multiplica¢do de brotos de parica.
b) O comprimento médio de brotos de paric4 apresenta comportamento ascendente atingindo

seu ponto mdximo com a concentragio de 2 mg. L™ de KIN.

4.4 Otimizacdo da Micropropagacio de paricd usando material de campo

4.5.1 Material ¢ Métodos

A coleta do material de ramos de plantas matrizes com perfil fenotipico superior, de
sete anos de idade, se deu no periodo da manh3. As estacas foram lavadas em agua corrente e
imersas em  solugio de benomyl (12ml201) por duas horas. Posteriormente foram
acondicionadas em frascos contendo 150 ml de solugio de 4cido indol butirico (AIB) a 500
ppm por 24 horas. Apés este periodo, em casa de vegetagdo da Embrapa Amazénia Oriental,
as estacas foram afixadas em cimara amida com substrato de areia e serragem tratados com
benomyl.

As brotagdes novas provenientes de ramos juvenis da planta matriz foram retiradas
com auxilio do bisturi e levadas para o laboratério. Em camara de fluxo laminar asséptica, 0

material foi excisado ¢ tratado por 2 horas em 4gua destilada, 2 minutos em 4lcool a 70 % e



52

15 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio a 3 %. Foram realizadas trés lavagens com
agua dionizada estéril. Imediatamente apds o tratamento introduziram-se os explantes em
tubos de ensaio com 10 ml de meio basico de cultura MS, com a metade das concentragdes
dos sais.

No quinto dia apés inoculagdo os explantes foram transferidos para o meio basico MS
cout a concentragio de nitrato de amdnio reduzida a %%, com 0,6% de agar, suplementado com
BAP 3,0 mgL”, indicado como o mais eficiente em experimento anterior, sob condi¢Ses de
cultivo no escuro por 7 dias. Temperatura média 26 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz por
dia por cerca de 2 semanas.

As brotagdes foram individualizadas e transferidas para tubos de ensaio com 15 ml de
meio basico MS com a metade das concentracdes dos sais, adicionado 3 % de sacarose, 0,1 %
de acido ascorbico e solidificando com é4gar a 0,6 % sem regulador de crescimento sob
condi¢des de cultivo semelhante ao citado anteriormente. As brotagdes das plantas
propagadas serviram como fonte de propagulos vegetativos. A cada trés semanas os brotos
foram isolados e transferidos para o mesmo meio de multiplicacdio a fim de aumentar o
numero de plantas.

Brotos com tamanho variando de 2 a 3 cm foram transferidos para o meio de cultura
de enraizamento composto do meio MS com a metade das concentragdes de sais
suplementado com 30 g de sacarose e de 6 mg.L'de AIB. As culturas foram cultivadas nos
cinco primeiros dias no escuro nas mesmas condi¢Ges ambientais anteriores.

Quando as plantulas tiverem completas serfio retirados das condi¢Bes in vitro e lavadas
com agua corrente para retirada do meio de cultura e transferidas para casa de vegetaco para
teste de substrato ¢ aclimatagdo da cultura.

Pela falta de material para montagem de experimentos e posterior analise estatistica o

método visual foi o empregado .

4.5.2 Resultados e Discussio

4.5.2.1 Diferencia¢do dos Explantes em BrotagGes

A partir do décimo dia foi possivel observar o langamento da parte aérea das estacas
oriundas das plantas adultas de parica. No intervalo de 15 a 20 dias, as estacas de diferentes

partes de uma mesma arvore cresceram e se desenvolveram diferentemente. A medida que os
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rametes propagados apresentaram-se vigorosos, foram sendo coletados ¢ levados ao

laboratério para serem utilizados como fonte de propagulos vegetativo (Figura 12).

FIGURA 12 - Aspectos de brotagdes de estacas com dez dias de cultivo em cAmara (imida.
Embrapa Amazonia Oriental. Belém, Para.2002.

Com oito dias apés a inoculagiio no meio basico MS acrescido de BAP, os segmentos
nodais provenientes das brotagdes rejuvenescidas de arvores adultas apresentaram formacdo
de brotos com aspecto normal, porém com variagdes fenotipicas. As causas das variagdes sdo,
provavelmente, ambientais e devidos a fatores relacionados ao propagulo. Vale ressaltar que
propagulos de arvores mais velhas, geralmente, crescem diferentemente daqueles derivados
de arvores jovens.

Os propagulos no primeiro cultivo produziram em média de 2 brotos por explante
sendo similar as formagGes provenientes de plantulas obtidas de sementes (Figura 13 A ¢ B).
Resultados similares foram também obtidos por Franco et al (2002) com as espécies

Schefflera morototoni, Cordia trichotoma e Mayteneus ilicifolia.
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De todo material vegetal inoculado houve perda de 60% por ocasido da manipulagio e
contaminagdo. No caso especifico de plantas lenhosas esses fatores dificultam os estudos de
propagagdo in vitro, além disso, a freqiiéncia de regeneracdo diminui em funcdo da idade da
fonte de explante (Rao ¢ Venkateswara, 1996).

a

FIGURA 13 - Aspecto de brotagdes. A - Broto proveniente de semente; B - Broto oriundo de

material de campo rejuvenescido.

Os brotos geralmente apresentaram folhas de tamanho reduzido e brotagdes de

Ax

pequeno comprimento. Estes sintomas sio caracteristicos dos efeitos residuais das citocininas,
que podem persistir de um subcultivo para outro (Grattapaglia e Machado, 1990). Os mesmos
autores explicam que no processo de rejuvenescimento # vitrro de espécies lenhosas esses
sintomas s3o observados constantemente sendo problemitico pois afeta o alongamento,
tornando-se fator limitante para fase de enraizamento.
A individualizagdo das brotagdes para o meio novo promoveu intensa proliferagio de
novas brotagdes, com média de 3 brotos por explante, possibilitando manutengio e

propagac¢do (Figura 14 A e B).
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FIGURA 14 - A e B Aspecto de proliferagio de brotagdes

Com quarenta e cinco dias de cultivo as brotagdes apresentavam-se bem formadas com
tamanho variando 2 a 3 cm de comprimento, entretanto com a presenca de oxidagdo. Com

esta performance, as brotagdes foram transferidas para o meio de enraizamento (Figura 15).

RS

FIGURA 15 — Brotagdes com 45 dias de cultivo em condigbes de serem transferidas para a
formagdo de sistema radicular.



4.5.2.2 Diferenciagdo e Desenvolvimento do Sistema Radicular a Partir das Brotagdes

Apoés a transferéncia de porgdes de brotagdes para o meio de cultura suplementado
com auxina aos 60 dias de cultivo foi evidenciado o surgimento de primérdios de raizes
adventicias na parte basilar dos brotos. Entretanto, ainda nfo se apresentam suficientes para
manuten¢do da cultura. Certas espécies, entre as quais estio muitas plantas lenhosas,
apresentam inumeros mecanismos que podem contribuir para a falha na inducio de raizes.

Segundo Normaly (1997) espécies lenhosas que ndo formam raizes podem apresentar
alta atividade de enzimas que inativam a auxina por degradagfio oxidativa ou por conjugacio.,
Peres e Kerbauy (2000) explicam que para haver formaciio do sistema radicular o
desenvolvimento das raizes passa por uma somatéria de processos que vio desde a iniciag3o
da radicula no embrifo, ou a indugio de raizes secundérias e adventicia, até a extensdo
longitudinal ou radial nos novos 6rgios formados.

E de amplo conhecimento que as auxinas estimulam e as citocininas inibem a iniciacio
de raizes. De acordo com George (1993), o uso de auxinas no meio normalmente é
responsével pela indugdo do enraizamento, entretanto em muitas espécies, a recalcitrincia em
formar raizes também pode ser provocada pela presenca de substincias inibidoras da iniciagdo
radicular (citocininas) e pela falta de resposta do tecido & auxina acumulada. Em muitos casos
a rizogénese pode ocorrer sem a presenga dessas. No caso do parica, em condigdes de
laboratorio, até o momento nio se conhece a concentragdo ideal para formacgiio e

alongamento radicular.
4.5.3 Conclusdes

Neste trabatho verificou-se que:

a) Os propagulos provenientes de campo produzem em média até 2 brotos por explante;
b) Propagulos provenientes da cultura iz vifro produzem em média até 3 brotos por explante;

¢) Houve formacgio de primérdios de raizes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, cujo objetivo identificar a melhor condigdo in vitro para germinagio
de sementes; testar concentractes de reguladores de crescimento no desenvolvimento de
plantulas e determinar uma metodologia para micropropagagio in vitro . foi realizado uma
série de estudos preliminares.

Inicialmente, foram utilizados explantes provenientes de plantulas obtidas de
germinagdo i vitro para o estabelecimento de uma metodologia basica de micropropagagio,
incluindo testes de diferentes meios nutritivos basicos e diferentes combinagdes de
concentragdes de reguladores auxiliares na indugio de brotos, alongamento e enraizamento de
segmentos nodais. Quando a metodologia bésica foi estabelecida, a mesma foi testada para
explantes de arvores adultas.

A utilizacdo de técnicas biotecnologicas mostra-se vidvel no estudo de fendmenos
morfogenéticos do cultivo in vitro de Schizolobium amazonicum. O comportamento da
espécie no laboratdrio é similar ao observado em campo.

As observagdes sinalizam os passos a serem seguidos para o objetivo de clonagem in
vitro de parica. A utilizacio de BAP na concentragdo 3mg.L™ proporcionou maior ndmero de
brotos e a oxidagio pdde ser reduzida com a modificagdo do meio MS. Entretanto, a formagao
constante de massa globular no explante em meio com diferentes dosagens e reguladores de
crescimento sinaliza estudos mais aprofundados de regencracio através da embriogénese
somética.

No presente trabalho, a auxina foi adicionada ao meio, todavia ainda n3o se obteve
uma metodologia bem definida. Dessa maneira a rizogéneze € uma questdo que deve ser
estudada.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial para micropropagacio da
especie a partir de segmentos nodais, ainda que se fagam necessarios estudos mais detalhados,
notadamente no que se refere a otimizagdo do protocolo, buscando reduzir o periodo de
residéncia dos cultivos. O que sempre deve ser levado em consideragio para minimizar os
custos do processo.

Neste trabalho verificou-se que a obtencio de plantulas de parica, pelo processo de
micropropagagio a partir de tecidos rejuvenescidos, ainda ndo se obteve os resultados
esperados, sendo que os meios testados para enraizamento ainda nfo se apresentam eficientes

para o desenvolvimento de plantulas e possivel transferéncia para casa de vegetagio. Porém,
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algumas constatagdes foram feitas em relacdo ao controle de contaminagfio, oxidagio e
indugdo de brotagdes.

Uma outra consideracdo é a necessidades de abordagens futuras do trabalho para o
processo de aclimatizagdo de plantas propagadas in vitro.

Os dados obtidos até o momento sugerem que € possivel obter um maior mimero de
plantulas por unidade de tempo e com um maior crescimento de parte aérea, otimizando o
processo de producio de mudas da espécie em tela.

Da mesma forma, a cultura de tecidos vegetais parece ser uma alternativa viavel, uma
vez que possibilita a obtencdio de taxas de multiplicagdo maiores, permitindo a propagacio

massal da espécie isentas de fungos e bactérias.



