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RESUMO

COELHO, M.CF. Germinacdo de Sementes e Propagagio In Vitro de
Sucupira Branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth.]. UFLA, 1999.119P.
(Dissertagdo — Mestrado em Agronomia)* '

A sucupira branca é uma esséncia nativa dos cerrados brasileiros,
atingindo até 16 metros de altura. O dleo do fruto € muito apreciado na medicina
popular nas infecgGes de garganta e reumdticas, protege contra infecgdo por
cercarias. A madeira possui alta resisténcia natural ao apodrecimento, sendo
considerada uma das madeiras mais resistentes para dormentes de via férrea. Os
objetivos do presente trabalho foram identificar a melhor condi¢do “in vitro” e
“ex vitro” de germinagdo da semente, do embrido e eixo embrionario para o
desenvolvimento da plantula, além de determinar uma metodologia para
multiplicagdo in vitro. Experimentos foram realizados visando obtengdo de
germinacdo in vitro, por meio da utilizacdo de meio basico de MS modificado,
em meio liquido, diferentes gelificantes, tampas e condi¢des de luz. O
estabelecimento de segmentos nodais foram estudados utilizando o meio basico
de MS e WPM. No experimento de multibrotagdes foram testados quatro
diferentes concentragdes combinadas de ANA e BAP. O melhor tipo de tampa
para a germinagdo de embrides foi o de forminha de papel de aluminio
juntamente com meio liquido. Os segmentos nodais foram melhor estabelecidos
no meio WPM. Foram obtidos até 7,5 brotos/segmento, com segmento nodal,
inoculado na posi¢do horizontal no meio de cultura MS com a metade da
concentragio dos sais, suplementado com 5,0nM de BAP.

Comité Orientador: José Eduardo Brasil Peretra Pinto - UFLA
(Orientadador); Luis Pedro Barrueto Cid EMBRAPA - CENARGEN ;
Augusto Ramalho de Morais - UFLA



Abstract

COELHO, M.CF. Seed germination and in vitro propagation of Sucupira
Branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth.,]. UFLA, 119p (Dissertation —
Master Program in Agronomy). '

Pterodon pubescens (Benth.) Benth. is a essence native to Brazilian cerrados,
reaching up to 16 meters in height. The oil of fruit is very enjoyed in folk
medicine in sore and theumatic infections, it protects from cercaria infections.
The wood posses high natural resistence to rotting, being regarded as one of the
most resistent woods for railroad sleepers. The objectives of the present work
were to identify the best “in vitro” and “ex vitro” germination conditions for the
seed, embryo and embryonic axes of the seedling’s development, in addition to
determinating a methodology for in vitro multiplication. Experiments were
conducted aiming at the achievement of in vitro germination by means of the
use of modified MS basic medium, in liquid medium, different gelifyings, caps
and light conditions the establishment of nodal segments were studied by
employing the MS and WPM basic medium. In the muiti-sprouting experiment,
four different combined concentrations of ANA and BAP were tested. The best
type of cap for embryo germination was the one of aluminum paper mould
together with liquid medium the nodal segments were best established in WPM
medium. Up to 75 shoots/segment were obtained, with the nodal segment,
inoculated at the horizontal position in the MS culture medium with half the
concentration of salts, supplemented with 0,5 uM BAP.

Guidance Committe: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA
(Orientadador); Luis Pedro Barrueto Cid EMBRAPA - CENARGEN ;
Augusto Ramalho de Morais - UFLA
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1 Introducio

No planalto Central do Brasil encontra-se o bioma Cerrado, que cobre
cerca de 20% do territorio brasileiro e abrange mais de dez estados. O cerrado
propriamente dito € caracterizado por uma vegetagdo cujas plantas lenhosas
maiores possuem troncos e galhos retorcidos. O cerrado é quase totalmente
tropical. No entanto, a tecnologia agricola que estd sendo adotada no cerrado
responde a um modelo de agricultura voltada para o lucro imediato, com pouca
ou quase nenhuma preocupagdo conservacionista a longo prazo. Extensas areas
continuas est3o sendo desmatadas para a implantagio de monoculturas agricolas
e pecuaria extensiva, sem reserva de amostras dos ecossistemas naturais que
possam funcionar como banco genético e refigio da fauna e da flora (Pinto
1993). Além do desmatamento do cerrado pela expansdo agricola, espécies
vegetais sdo exploradas desordenadamente por apresenmtarem interesse
econdmico para a producdo de madeira, carvéo e cortiga para a industria quimica
e farmacéutica, contribuindo para a drastica extingdio de algumas destas espécies.

A espécie Pterodon pubescens (Benth.) Benth. (sucupira branca) é uma
esséncia nativa dos cerrados brasileiros encontrada em Minas Gerais, Sdo Paulo,
Goias e Mato Grasso do Sul. A arvore no cerrado pode atingir até 16m de altura
e 40cm de didmetro do tronco, sendo portanto uma das maiores espécies deste
ecossistema (Figura 1).



FIGURA 1. Sucupira Branca - Prerodon pubescens (Benth) Benth.

Possui alta resisténcia natural ao apodrecimento e devido as qualidades
fisicas e mecanicas é considerada como uma das melhores madeiras para
dormentes de via férrea, sendo utilizada também para construgdo de postes,
esteios, moirdes, madeiramento para pontes, construcdo civil e naval, assoalhos
de vagdes e carrocerias. O oleo do fruto confere protecdo contra infec¢do por
cercaria de Schistosoma mansoni, (Mors, Pellegrino e Santos Filho 1966 e Dias
1993), sendo também utilizado na medicina popular nas infec¢des de garganta e
reumaticas (Barros 1982). A arvore € ornamental, embora ainda ndo seja
devidamente aproveitada para o paisagismo. E pouco exigente em fertilidade,
podendo ser utilizada em reflorestamentos mistos destinados a recomposigdo de

areas degradadas de preservacdo permanente, substituindo os plantios de muitas



espécies exdticas de baixo desenvolvimento nestas condigdes de solo. No
entanto, o corte intensivo dessa esséncia tem contribuido para seu rapido
desaparecimento.

Dentre os problemas apresentados pelas espécies nativas, aqueles
relacionados com a sua propagacdio sdo da maior importincia, visto que as
espécies nativas produzem sementes em apenas determinadas épocas. Algumas
espécies produzem pouca ou nenhuma semente. A multiplicacio da sucupira
pelo semeio dos frutos ou sementes é dificil, o que impede o uso extensivo desta
leguminosa no reflorestamento (Gurgel Filho 1947). Estudos realizados com
germinagdo permitem levantar ipétese de que as de su

possuem dorméncia causada pela impermeabilidade—dos—tegumentos _ao

_oxigénio, e a 4gua e, possivelmente, pela existéncia de inibidores quimicos da

3 is.1976).
A cultura “in vitro” pode contribuir para a mulitiplicagdo clonal destas

espécies e apresenta vantagens por exigir menor tempo e espago. Garante, ainda,
a conservagdo de germoplasma de espécies raras e de arvores ameagadas de
extingdo, obtencdo de plantas livres de patdgeno e no methoramento genético
das espécies.

A micropropagagio tem sido muito utilizada atualmente para as espécies
florestais, principalmente com a finalidade de clonar arvores selecionadas para
melhoramento genético, producdo em larga escala visando reflorestamento,
producdo bioenergética e clonagem objetivando uso paisagistico. No entanto, a
micropropagacgdo de espécies lenhosas possui alguns fatores que dificultam seu
uso, como a grande variabilidade genética existente em plantas de espécies
nativas, como também, a presenca de substancias oxidantes. Particularmente em
espécies tropicais, que contém altas concentra¢des de substancias fendlicas que
se oxidam quando as células sfo danificadas. O desenvolvimento de

metodologias especificas torna-se necessario para superar estes empecithos.



Os objetivos do presente trabatho foram identificar a melhor condigio
“in vitro” e “ex vitro” de germinagio da semente, do embrido e eixo embrionario
para desenvolvimento de plantulas, além de determinar uma metodologia para
multiplicagdo “in vitro” de Pterodon pubescens (Benth.) Benth. (sucupira
branca). '



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1, Descri¢io da Espécie Pterodon pubescens (Benth.) Benth,

Pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Faboideae (ex-
Papilionoideae segundo Heringer e Ferreira (1972)), o género Pterodon
caracteriza-se principalmente por possuir fruto tipo samara. A espécie P.
pubescens é conhecida por sucupira-branca, fava de sucupira, faveiro, sucupira e
sucupira-lisa, arvore de 10 a 20m de altura por 40 a 60cm de didmetro do tronco.
A madeira é caracterizada como pesada a muito pesada (densidade de 0,90 a
1,10 g/cm®), ceme variando de castanho claro am;relado ao castanho, ou ainda,
castanho roseo levemente avermelbado, superficie pouco lustrosa, apresentando
finas estrias longitudinais das linhas vasculares, textura média. A madeira ¢
muito utilizada na construgdo civil gracas a sua alta resisténcia natural ao
apodrecimento. Essa resisténcia natural pode ser atribuida a milldurona, 4°, 5°, 6,
7-tetrametoxi-isoflavona e 2°, 3°, 4°, 5, 7-pentametoxi-isoflavona isoladas de seu
ceme. A casca pardo-acizentada, lisa, integra, apresenta fissuras quando velha
(Assumpgio 1972). '

As folhas s3o compostas, paripenadas, foliolos de peciolos curto, opostos
ou levemente alternos, oblongos e apice emarginado. As flores sdo pequenas,
roseo-arroxeadas, reunidas em paniculas densas, pedicelo com aproximadamente
1,5 a 1,8cm de comprimento; calice glabro, apresentando cinco lacinios; pétalas
curtas, vexilo obovado, emarginado; carena de pétalas estreitas e base
auriculada. Os estames sdo monadelfos, de anteras iguais, pequenas e rimosas.

Oviario estipitado de estigma puntiforme, estilete fino e encurvado e um o6vulo



péndulo. Floresce durante os meses de setembro a outubro, (Heringer e Ferreira
1972). O fruto é um legume orbicular, lenhoso, com asa ao redor, monospermo

de 5 a 6 cm de comprimento por 3 a 4 cm de largura, (Figura 2).

FIGURA 2. Frutos de Pterodon pubescens (Benth.) Benth. (sucupira branca).

O seu endocarpo ¢ provido de glandulas oleosas, de forma geralmente
alongada (Figura 3), e a semente é marrom, luzidia, alongada, com extremidades
redondas, (Heringer e Ferreira 1972).. O ¢leo é muito apreciado na medicina
popular nas infecgdes tanto de garganta quanto reumaticas. Pesquisas realizadas
por Mors, Pellegrino e Santos Filho (1966) tendo sido isolados quatro
diterpenos, um dos quais, 14,15- epoxigeranilgeraniol, que protege contra
infeccdo por cercarias de Schistosoma mansoni. Estudou-se também a
genotoxicidade in vivo e in vitro deste cercaricida natural em células de

mamiferos, (Dias 1993).
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FIGURA 3. Sementes de Pterodon pubescens (Benth.) Benth. (sucupira branca).

Recentemente descobriram propriedades anti-inflamatorias com o
isolamento da substancia acido 4-alfa, 7-beta-diidroxivouacapano—17-betadico
(Duarte et al., 1992). A maturacdo dos frutos verifica-se nos meses de junho a
julho.

A propagagdo por semente apresenta sérios obstaculos aos metodos
normalmente utilizados devido a semente ser coberta com envoltério lenhoso do
fruto e ainda ser essa camada pontuada de glandulas oleosas que impedem a
penetragio d’agua. Em condi¢Bes naturais, a semente necessita de mais ou

menos quatro anos para produzir plantulas, (Heringer 1971).



2.2 Germinagdo de Sementes

A maioria das espécies agro-silvicolas tradicionais dispdem de estudos
sobre germinacdo, o que infelizmente ndo ocorre com as esséncias nativas dos
cerrados, mas atualmente, com o crescente interesse por parte dos pesquisadores,
aos poucos, vém se revelando o potencial dessa vegetagio até entdio
desconhecido. Estudos nesta area estio sendo incrementados.

Segundo Labouriau (1983), a germinagéio é um fenomeno biolégico que
pode ser wx;;idemdo botanicamente como a retomada do crescimento do
embrifio, com o conseqiiente rompimento do tegumento pela radicula.
Entretanto, para os tecnélogos de sementes, a germinagsio é reconhecida como
tal, desde que as plantulas apresentem tamanho suficiente para que se possam
avaliar a normalidade de suas partes e a sua possibilidade de sobrevivéncia.

Uma semente viavel em repouso, por quiescéncia ou dorméncia, quando
sdo satisfeitas uma série de condigdes externas (do ambiente) e internas
(intrinsecas do 6rgio0), ocorrera o crescimento do embrido, o qual conduzira a
germinagdo. Por isso, do ponto de vista fisiologico, germinar é simplesmente
sair do repouso e entrar em atividade metabdlica (Borges e Rena 1993).

No entanto, sementes viiveis de muitas espécies ndo germiném mesmo
quando sdo favoraveis os fatores externos que propiciem sua germinagio como
agua, oxigénio e luz. Neste caso sdo denominadas “dormentes”.

Sementes de plantas que foram domesticadas ha muitos anos geralmente
sdo menos dormentes que as de plantas silvestres ou das espécies recém
domesticadas, (Malavasi 1988). A dorméncia é a habilidade das sementes de
retardar sua germinagdo até que o momento € o lugar sejam certos. E um
mecanismo que distribui a germinagio no tempo para favorecer e garantir a
sobrevivéncia das espécies, (Carvalho e Nakagawa 1983; Popinigis 1985;
Malavasi 1988; Eira et al 1993). Mas a dorméncia é um mecanismo



desvantajoso porque induz grande desuniformidade entre as mudas.

Conforme Carvalho e Nakagawa (1983) existem pelo menos 3
mecanismos de dorméncia de sementes: a) Sistema de controle de entrada de
agua no interior da semente; b) Sistema de controle do desenvolvimento do eixo
embrionario; e c) Sistema de controle do equilibrio entre substancias promotoras
e inibidoras do crescimento.

' Amen, citado por Carvalho e Nakagawa (1983) reconhece apenas 2
mecanismos: aquele que ocorre em sementes albuminosas devido ao equilibrio
de horménios promotores-inibidores e o que ocorre nas sementes exalbuminosas
devido a impermeabilidade da casca a agua.

A dorméncia por impermeabilidade & 4gua ocorre principalmente em
sementes da familia Leguminosae, e em algumas espécies das familias
Malvaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Solanacea e Liliaceae, (Ballard

1973; Ferreira 1976; Liu, Khatamian e Fretz 1981; Carvalho e Nakagawa
(1983); Halliday e Nakao 1984; Popinigis 1985; Malavasi 1988; Varela, Brocki
e Sa 1991; Ferreira, Jodo e Heuser 1992; Eira, Freitas e Mello 1993; Santarém e
Aquila 1995; Ribas, Fossati e Nogueira 1996; Lima e Garcia 1996).

Estima-se que cerca de 2/3 das espécies florestais apresentam sementes
com problemas de dorméncia (Ledo 1979) citado por Lima e Garcia (1996).

A familia Leguminosae é uma das maiores dentre as dicotileddneas,
mais de 600 géneros que reinem mais de 13.000 espécies espalhadas em todo o
mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. E constituida de 3
subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae (Papilionoideae)
(Joly (1993.

Popinigis (1985) afirma que a impermeabilidade do tegumento a agua,
caracteristica comum em espécies da familia Leguminosae é devido a camada de
células paligadicas, estrutura responsavel por esta restri¢do; o que foi observado
também por Ballard (1973); Barradas e Handro (1974); Liu, Khatamian e Fretz



(1981); Varela, Brocki e Sa (1991); Gonzilez-Melero, Pérez-Garcia ¢ Martinez-
Laborde (1997).

Em estudos mais detalhados sobre a impermeabilidade do tegumento em
leguminosas, Ballard (1973) observou que o tegumento interfere na translocagio
de agua ou gases, sendo ainda uma resisténcia mecinica ao entumescimento, A
 impermeabilidade 3 4gua ¢ uma propriedade apresentada especialmente nas
leguminosas Papilionoideas. Com microscépio eletrdnico experimentos
evidenciaram que a impermeabilidade & 4gua, nio é imposta apenas pelas
cuticulas cerosas, mas pelas regides suberizadas das células de Malpighi. Hagon
e Ballard (1969), usando resinas, provaram que a permeabilidade é conduzida
apenas pelo estrofiolo, quando este se encontra aberto.

Estudos anatomicos em Prosopis tamarugo, a conhecida algaroba,
arvore pertencente a subfamilia Mimosoideae, Serrato et al (1986) concluiram
que a barreira a infiltragio na semente consistia de uma camada hidréfoba,
constituida de substdncias lipidicas denominadas de “parte cilindrica”. A
permeabilidade da semente s6 é conseguida quando se quebra o tegumento da
semente até atingir essa camada, do contrario ela permanecera dura. Acrescentou
ainda que a quebra do tegumento envolve toda a testa, e nio somente regides
particulares como o estrofiolo em Acacia kempeana.

Manning e Van Staden (1987) observaram que embora detalhes
especificos de diferenciagSes celulares sejam variaveis entre as espécies,
contudo as origens histogénicas e subseqiientemente as diferenciagdes da testa
da semente, que parecem ser proprias das Papilionoideaes, muito provavelmente
pertencam a toda familia Leguminosae. A impermeabilidade consiste de uma
fina camada de cuticula na parede extema das células pali¢adicas, que contém
depdsitos de lignina ou suberina, dependendo da espécie e do seu nicho
ecolégico. O estrofiolo é uma area de intrinseca sensibilidade no tegumento da
semente, mas que no entanto é extremamente resistente a rompimentos, sendo

10



necessario o emprego de escarificagio quimica ou mecinica para que haja
ruptura e a conseqiiente permeabilidade.

Angosto Trillo e Matilla Carro (1993) estudando tegumento em duas
diferentes espécies de arboreas, relataram que, em sementes de Astragalus, a
camada de células tangenciais eram mais estreitas em sementes obtidas de
maiores altitudes e também o tegumento da semente era bem menos aspero do
que o tegumento de sementes obtidas de menores altitudes. Em Adenocarpus, a
camada de células tangenciais internas foram mais finas e o tegumento também
se mostrou mais macio nas sementes coletadas & altitude de 1520m, do que
naquelas de mais baixa e maior altitude. Quanto 4 impermeabilidade, pode ser
explicada pela presenga da lignina na camada de céhlas de Malpighi e também
Da zona entre o tegumento interno e o tegumento extemo.

Um unico gene foi encontrado para controlar a imposi¢do de dorméncia
no tegumento, mas a natureza dos fatores nucleares ainda nio estdo muito claros
Garbutt e Witcombe, citado por Foley e Fennimore (1998).

Para superar a dorméncia, varios métodos podem ser utilizados, os mais

comuns sio: embebi¢do em agua, retirada do tegumento, desponte (corte do
tegumento), furar o tegumento, a escarificagio mecinica que consiste em
esfregar as sementes contra superficies abrasivas, tais como lixas ou pedras,
imersdo em agua quente ou fria, agua oxigenada, escarificagio quimica com
acido sulfiirico, acido cloridrico, soda, acetona e alcool (Popinigis 1985);
Malavasi 1988; Passos, Lima e Albuquerque 1988; Eira, Freitas e Mello 1993;
Santarém e Aquila 1995). O método a ser empregado na superagio da dorméncia
deve ser determinado para cada espécie, visto que todos esses tratamentos
apresentam vantagens e desvantagens.

O tratamento pré-germinativo com acido sulfiirico concentrado tem
apresentado bons resultados em sementes de leguminosas. Conforme os dados
obtidos por Ferreira (1976) com Mimosa bimucronata (Marica); Liu,
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Khatamian e Fretz (1981) com Gymnocladus dioicus, Gleditsia triacanthos, e
Cercis canadensis; Halliday e Nakao (1984) com 28 espécies de leguminosas
arboreas; Passos, Lima e Albuquerque (1988) com Leucaena leucocephala;
Aquila e Fett Neto (1988) com Leucaena leucocephala; Rodrigues, Aguiar e
Sader (1990) com Cassia bicapsularis, Cassia javanica ¢ Cassia speciosa;
Varela, Brocki e Sa (1991) com Stryphnodendron pulcherrimum; Ferreira, Jodo
e Heuser (1992) com Acacia bonariensis e Mimosa bimucronata; Danthu,
Roussell, Dia e Sarr (1992) com Acacia senegal; Eira, Freitas e Mello (1993)
com Enterolobium contortisiliquum (tamboril ou orelha de negros); Todd-
Bockarie, Duryea, West ¢ White (1993) com Cassia sieberiana; Santarém e
Aquila (1995) com Senna macranthera; Cruz et al, (1995) com Canavalia
brasiliensis, Leucaena leucocephala e Calopogonium mucunoides; Martins-
Lougdo, Duarte e Cruz (1996) com Ceratonia siliqua; Ribas, Fossati e Nogueira
(1996) com Mimosa bimucronata; Andrade et al., (1997) com Bowdichia
virgilioides (sucupira-preta); Lima, Borghetti e Sousa (1997) com Enterolobium
contortisiliquum. No entanto, a escarificagio quimica n3o tem sido utilizada em
escala comercial, pela sua periculosidade, risco de queimadura na pessoa que
executa a escarifica¢do. Pelo seu alto poder corrosivo e por sua violenta reacao
com a agua, causando elevagdo de temperatura e respingos ao redor (Popinigis
1985). Aqmla e Fett Neto (1988) observaram que em Leucena leucocephala, a
acdo do acido é mais drastica que de outros métodos utilizados e dependendo do
tempo de imersdo pode haver destruigio de porgdes da testa, prejudicando a
semente. Upreti e Dhar (1997) relatam que, mesmo com poucos minutos, o
acido sulfiirico tem uma agdo drstica na redugdo de germinacdo em Bauhinia
vahlii danificando o embrifo. Grande quantidade de plantulas anormais foram
obtidas por Andrade et al., (1997), estudando quebra de dorméncia em Sucupira-
preta (Bowdichia virgilioides).

Outro método muito utilizado é o da imersio em agua fervente. Para
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Acacia Spp., recomenda-se imergir as sementes em agua quase fervendo em uma
quantidade cerca de trés vezes seu volume até que a mesma tome-se fria (Brasil
1992). Resultados satisfatorios de germinagio de sementes foram obtidos por
Ledo, citado por Varela, Brocki e Sa (1991) com Schizolobium parahybum
(Vell) Blake (guapuruvu) e também com Piptadenia obliqua (Pers) Macbr
(angico) e olho de cachorro Pithecellobium parvifollium (Willd) Benth quando
tratadas com agua quente entre 90°C a 100°C, Souza, Drumont e Silva citados
por Varela, Brocki e Sa (1991). Para Mimosa scabrella (bracatinga), os methores
resultados também foram em imersdo em agua quente entre 70 e 90° C deixando-
as em repouso nesta agua por um periodo de 18 horas segundo Bianchetti, citado
por Ribas Fossati e Nogueira (1996). Bons resultados foram encontrados para
Parkinsonia aculeata L. (turco) conforme Torres e Santos citados por Ribas,
Fossati e Nogueira (1996) em temperatura de 80-90° C. Maiores percentagens de
germinagao com Mimosa bimucronata (DC.) O. Kuntze (marica) foram obtidas,
quando as sementes foram imersas em agua a temperatura de 80° C seguido de
resfriamento natural das sementes por 24 horas Ribas, Fossati ¢ Nogueira
(1996).

Para muitos casos, a imersdo em agua quente ndo é eficiente, como
relatam Liu, Khatamian e Fretz (1981) com as leguminosas, arboreas,
omamentais: Gymnocladus dioicus, Gleditsia triacanthos e Cercis canadensis,
que permaneceram por 1 minuto em agua fervente. Germinagdo irregular
ocorreu com Leucaena leucocephala, por imersdo a 100° C por 10 minutos,
conforme Aquila e Fett Neto (1988). Rodrigues, Aguiar e Sader (1990) ndo
obtiveram germinacdo com 5 espécies de Cassia na imersao em agua fervente. Ja
com Stryphnodendron pulcherrimum, a agua a temperatura de 90° C teve uma
agdo prejudicial indicando que ocorreu dano fisiologico na estrutura imtema
(Varela, Brocki e Sa 1991). O mesmo ocorreu com sementes de Acacia senegal,

a maioria das sementes morreram apenas com uma breve fervura (Danthu,
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Roussel e Sarr 1992). Eira, Freitas e Mello (1993) observaram. que, em
Enterolobium cortortisiliquum (tamboril ou orelha de negro), a imersio em agua
quente promoveu respostas bem diferenciadas. Este tratamento levou a crer que
os resultados variam com a progénie, de modo que ndo pode ser recomendado
para a superagdo dessa espécie de maneira generalizada. Problemas também
ocorreram com a germinacdo de Leucaena leucocephala, segundo relato de
Gosling, Samuel e Jones (1995); ma qual as sementes tratadas 3 altas
temperaturas resultaram em plantulas anormais e outras morreram. Santarém e
Aquila (1995), em experimentos de germinagio com Semna macranthera,
observaram que a dgua quente 3 90°C, por 15 minutos, s6 promoveu a
germinagdo em sementes armazenadas por 2 anos. Em experimentos de imersdo
em agua quente a 100°C, por 1 e 2 minutos, foram observados os maiores
valores de plintulas anormais em sucupira-preta (Bowdichia virgilioides),
segundo Andrade et al., (1997). Gonzilez-Melero, Pérez-Garcia e Martinez-
Laborde (1997) relataram que sementes de Coronilla nio germinaram quando
foram submetidas ao tratamento de 80°C, muito provavelmente a temperatura
causou dano ao embrigo.

O método da escarificagio mecinica é muito utilizado, e consiste em
esfregar as sementes contra superficies abrasivas tais como lixas ou pedras. E
um procedimento que pode ser utilizado no laboratério, e em alguns casos para
escalas comerciais.

A escarificagio mecinica mostrou resultados eficiéntes em Prosopis
flexuosa e Prosopis chilensis Catalan (1992). As sementes foram separadas do
endocarpo e submetidas a escarificagio mecinica através de uma debulhadora.
A mesma metodologia foi aplicada, mostrando ser o método mais eficiente para
as espécies Prosopis chilensis, P. flexuosa, P. nigra, P. alba, P. caldenia e P.
affinis Catalan e Balzarini (1992). Bons resultados foram relatados por Todd-
Bockarie et al., (1993), em experimentos realizados com Cassia sieberiana
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utilizando esfarelador comercial e moedor de café para escarificar as sementes.
Alto indice de germinagdo foi obtido em Bawuhinia racemosa por Prasad e
Nautiyal (1996), escarificando com lixa a semente na regido proxima a micrdpila
e no local oposto a micrépila. Monteiro e Ramos (1997) observaram maior
numero de plantulas nas sementes escarificadas através de lixa para massa n°
120 nas sementes de Enterolobium contortisiliquum (tamboril ou orelha-de-
negro), semeadas em condigSes de viveiro. A escarificagio mecanica através de
lixa abrasiva, na extremidade oposta ao embriio promoveu alto indice de
germinagcdo, superior a 80% nas espécies: Senna macranthera, Senna multijuga
e Stryphnodendron polyphyllum, em experimentos realizados por Lemos Filho et
al (1997). Em experimentos com as espécies Coronilla juncea, C. valentina e C.
minima; Gonzalez-Melero, Pérez-Garcia e Martinez-Laborde (1997) obtiveram
alto indice de germinagdo nas trés espécies. O método de escarificagdo mecanica
tem-se mostrado extremamente simples, de baixo custo e eficiente para muitas
espécies, no entanto cuidados devem ser tomados com algumas espécies, como é
o caso da Leucaena leucocephala, que apresentou menor crescimento nas
plantulas. Este fato pode estar relacionado a perda de substincias de reserva,
através da fratura produzida pela escarificagio, Brown, citado por Aquila e Fett
Neto (1988). No entanto, este tratamento ndo se mostrou eficiente na quebra de
dorméncia de Schyzolobium parahybum (guapuravu), Candido et al., citado por
Rodrigues, Aguiar e Sader (1990).

Procedimento de escarificagio para quebra de dorméncia, muito
utilizado em laboratorio, ¢ o chamado desponte, que consiste em cortar uma
pequena parte do tegumento. Espécies como Piptadenia obliqua, Pithecellobium
pawvifollium e Cassia excelsa tiveram melhores resultados de indice de
velocidade de germinagdo, segundo experimentos de Souza et al., citados por
Varela, Brocki e Sa (1991), com o procedimento do desponte. Ferreira, Jodo e

Heuser (1992) obtiveram germinagdo mais rapida e uniforme em sementes de
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Acacia bonariensis (Gill) e Mimosa bimucronata (D.C.) OK. fazendo um
pequeno corte com alicate, na regido lateral do tegumento da semente.
Resultados satisfatérios também foram obtidos por Todd-Bockarie et al., (1993)
com sementes de Cassia sieberiana, conseguindo uma porcentagem de
germinagdo de 96%. O desponte também foi feito em sementes de Enterolobium
contortisiliquum (orelha-de-negro) por Borges et al., citado por Eira, Freitas e
Mello (1993), conseguiram altos indices de germinagio nesta espécie. As
sementes de Leucaena leucocephala tiveram grande efeito benéfico na
germinagio quando realizado o desponte, conforme Gosling, Samuel e Jones
(1995).

De todos os métodos utilizados para a superagio da dorméncia, por
dureza ou impermeabilidade do tegumento da semente, o mais utilizado por sua
praticidade € a escarificagdo quimica, através da aplicagdo do acido sulfiirico.
No entanto, cuidados devem ser tomados quanto ao objetivo das plantulas
obtidas.

A relativa eficicia de varios tratamentos quimicos para quebra de
dorméncia deveria levar em consideragio as propriedades fisicas de substincias
sub estimadas. Muitos dos produtos quimicos usados para superacio de
dorméncia sdo toxicos para o crescimento vegetativo. Por isso, é um perigo a
introducdo de quimicos artificiais, que podem confundir a interpretagio dos
resultados obtidos (Cohn 1996b).

Dados experimentais demonstraram claramente que a absorgdo pelas
sementes de produtos quimicos para quebra de dorméncia eram extremamente
rapidos, e que as respostas fisioldgicas das sementes eram igualmente rapidas. A
integridade estrutural dos produtos quimicos para quebra de dorméncia dentro da
semente ndo ¢é estidvel, os quimicos sdo rapidamente metabolizados (Cohn
1996a).
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2.3 Germinagiio em sementes de sucupira branca (Pterodon pubescens
(Benth.) Benth.)

Como ja foi mencionado anteriormente, a sucupira branca é uma arvore
da familia das leguminosas, cujas sementes apresentam impermeabilidade a
agua.

Alguns trabalhos ja foram realizados objetivando a superagio da
dorméncia da semente; Corsini (1967), visando produgio de mudas em viveiro,
utilizou dois métodos; por escarificagdo e agua fervente a 100° C.

Em experimentos realizados por Reis (1976), observou-se que o poder
germinativo destas sementes foi de aproximadamente 18% para as de tegumento
claro e de 13,5% para as escuras em 54 dias. No entanto, no teste de tetrazolio e
no teste de germinag3o de eixos embrionarios isolados, resultaram em cerca de
85% de sementes viaveis e cerca de 95% de germinag3o, respectivamente. Com
o desponte (aplicagdo de um corte no tegumento das sementes), ocorreu uma
taxa de 97% de germinacdo, em menos de 14 dias.

A aplicagio de tratamentos com substancias escarificantes, acido
sulfiirico, acido formico e hidroxido de sodio foram muito drasticos e causaram
efeitos deletérios, reduzindo a germinagio das sementes. O alcool etilico e
acetona foram aparentemente promissores (Reis, Brune e Rena 1985).

Reis ¢ Rena (1987), observaram, num bio ensaio utilizando sementes de
arroz, que as sementes de sucupira liberaram substancias para o meio de cultivo
que inibiram a germinagdo das sementes de alface. A presenca de inibidores
numa semente ndo implica, necessariamente, que eles participem ativamente na
regulacdo natural da dorméncia desta semente. Na semente de sucupira, ha uma
evidéncia de que os inibidores ndo estejam participando diretamente do processo
de germinagdo, j4 que o simples corte do tegumento resultou em imediato
aumento da embebigdo.
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Intenso ataque de fungos foi observado por Melo, Ribeiro e Lima (1979)
em teste de germinagdio com sementes de sucupira intactas, embora estas
tivessem sido lavadas cinco vezes em solu¢do aquosa de hipoclorito de sédio a
0,2%. A taxa de germinagdo foi apenas 66% em 14 dias.

2.4 Germinacio de embriges e eixos embriondrios

O embridio é a estrutura que se desenvolve a partir de um zigoto e que se
diferencia em tecidos e 6rgdos (Puga, Nass e Azevedo 199 D).

O embrido das dicotiledoneas é constituido por um eixo embrionario e
dois cotilédones. Os cotilédones sdo orgdos de armazenamento de reservas
alimenticias destinados a fomecer energia e moléculas capazes de sustentar o
crescimento do embrifo. O eixo embrionario & composto de trés partes: o
epicétilo ou plimula, a radicula e o hipocétilo Popinigis (1985).

O eixo embrionario tem fungdo reprodutiva sendo capaz de iniciar
divisdes celulares, e de crescer. E a parte vital da semente. E um “eixo”, porque
inicia o crescimento em duas “diregdes™: para as raizes e para o caule (Popinigis
1985).

Em algumas espécies e para determinadas circunstincias a cultura de
embrides “in vitro” tem sido utilizada principalmente no sentido de superar
dorméncia de sementes devido & imaturidade do embrido ou presenca de
substincias inibidoras no endosperma; estudar os aspectos nutricionais e
fisiologicos do desenvolvimento do embrido; testar viabilidade de sementes e
recuperar hibridos raros de cruzamento incompativeis (Hu e Ferreira 1990;
Pasqual, Ribeiro e Ramos 1990).

Os citros apresentam o fenémeno da poliembrionia, que dificulta a
identificacdo dos embrides zigéticos, comprometendo seu desenvolvimento pela
competi¢do com os embrides nucelares, dificultando o methoramento das
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espécies citricas. Pasqual, Ribeiro ¢ Ramos (1990), trabalhando com embrides
da cultivar Natal (Citrus sinensis Osb.) em condi¢des “in vitro”, observaram que
diferentes concentragdes de carvdo ativado e de acido giberélico influenciam
significativamente o desenvolvimento radicular dos embrides, e que o methor
enraizamento foi obtido com 0,01 e 1,0 mg/L de GA; e 1,6 g/L de carvio
ativado.

A retirada do tegumento em varias espécies do género Citrus fez com
que ocorresse uma maior porcentagem de germinagdo. Nestas espécies, a grande
quantidade de mucilagem depositada na superficie da semente cria uma barreira
a entrada de agua. Radhamani, Malik e Chandel (1991) utilizaram as espécies:
Citrus aurantifolia, C. limonia, C. lemon, C. reticulata, C. aurantium, C.
maxima e C. maderaspatana, observaram as diferentes texturas de tegumento e
diferentes espessuras de mucilagem que dificultavam a entrada de agua em cada
espécie. O cultivo de embrides favoreceu a uma alta porcentagem de
germinagao.

Levi et al,, (1992) realizaram interessante estudo através do cultivo de
eixos embrionarios de ervilha (Leguminosae) Pisum sativum L.. Isolando os
eixos embrionarios e cultivando-os em meio liquido, modificado, de Joy e
Folkes (1965) estudaram a reativagdo e multiplicagdo de células. As diferentes
cinéticas de reativagdo em dois sistemas foram explorados pelos pesquisadores,
a correlagdo ou independéncia de ocorréncias durante a germinagdo. Apresentou
a reativagdo do ciclo celular e o conteudo especifico de proteinas nucleares. E
principalmente as reagdes do embrido na germinag3o.

A colheita do péssego com genétipos de maturagdo precoce destinado ao
comeércio ¢ feita antes do fruto amadurecer. Portanto, a semente ndo germina
porque se encontra completamente imatura. Pinto, Byme e Rogers (1993)
fizeram um estudo do cultivo do embrido e do 6vulo do péssego in vitro. O meio
de cultura utilizado foi o de Bhojwani e Razdan (1983). Os pesquisadores
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observaram que évulos perfurados ao redor da micropila, sem danificar o
embrido, tiveram melhor desenvolvimento do que aqueles ovulos intactos. A ¢-
glutamina promove o desenvolvimento do embrido quando suplementado ao
meio de cultura, mas no entanto ndo deve ser utilizado juntamente com Aacido
indolilacético e cinetina porque ocorre efeito antagdnico. Os reguladores de
crescimento ndo promovem o desenvolvimento dos embrides.

A Fabaceae Vicia narbonensis é uma espécie silvestre da fava (Vicia
Jaba L.). A espécie V. narbonensis L. é resistente a seca, resistente 3 doengas e
bem adaptada a solos de baixa fertilidade. Portanto, seria benéfico a obtencdo
de hibridos entre as duas espécies. Contudo quando se realiza polinizagdo
cruzada entre as duas espécies, apés cinco dias ocorre o abortamento do jovem
saco embrionario. Lazaridou, Roupakias ¢ Economou (1993), estudaram uma
forma de isolar o embrido de V. narbonensis para que futuramente fosse possivel
obter este importante hibrido. Os pesquisadores obtiveram germinagdo de
embriGes de V. faba quando cultivaram vagens de 11 dias em meio modificado
de Murashige e Skoog e germinagio de embrides de V. narbonensis através do
cultivo de vagens de 4 dias de idade em meio SH Stewart e Hsu (1977).

O cultivo de embrides in vitro para coco (Cocos nucifera L.) é muito
importante, principalmente no que se refere a intercimbio de germoplasma para
programas de methoramento, qualidade fitosanitaria e armazenamento, segundo
Ashbumer, Thompson e Burch (1993). Estes pesquisadores estudaram um meio
de cultura adequado para germinagio e outro para o desenvolvimento destes
embriSes. Observaram que os embrides germinaram utilizando meio basico
modificado de Murashige e Skoog e para o surgimento de raizes a concentragiio
6tima de ANA (4cido naftalenoacético) é de 175-200 puM e a sacarose na
concentragio de 4-6%, em meio de cultura BMY; Eeuwens (1978).

Os embrides de damasco (Prunus armeniaca L) normalmente abortam
antes da maturacio dos frutos. Burgos e Ledbetter (1993), perceberam o quanto
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seria Util a cultura de embriGes em damasco, para programa de melhoramento.
As boas cultivares de damasco poderiam ser utilizadas como progenitoras. Os
pesquisadores observaram através dos experimentos realizados, que o
comprimento ideal para sobrevivéncia dos embrides isolados eram aqueles que
estavam entre 5 a 9 mm. O meio de cultura C2d favoreceu ao aumento de peso
dos embrides, enquanto o meio de cultura SBH de Smith, Bailey e Hough (1969)
favoreceu o comprimento. O meio C2d de Chee e Pool (1987) possui altas
concentragoes de sais.

A espécie arborea tropical, Ocotea catharinensis Mez. muito conhecida
no Brasil e principalmente na Mata Atlantica, com o nome vulgar de canela-
preta ou canela-coquinho apresenta dificuldades em sua propagagdo. As
sementes de Ocotea perdem a viabilidade muito rapidamente, além de terem
uma frutificagdo bem irregular, e inibidores de germinagdo no fruto. Moura-
Costa, Viana e Mantell (1993), isolaram embrides zigiticos maduros de Ocotea
catharinensis Mez. e cultivaram em meio modificado de Murashige e Skoog
com carvao ativado a 0,3%, sacarose 2% e 0,8% de agar. Os embrides foram
cultivados a 25° C no escuro e depois que germinaram foram transferidos para
meio de cultura de multiplicagdo através de embriogénese somatica. Este meio
de cultura foi enriquecido de 2,4D (acidos 2,4-diclorofenoxiacético) e o meio de
cultura utilizado foi o0 WPM de Lloyd ¢ McCown (1981) com metade da
concentragio dos sais.

Levi et al.,, (1993) continuando com experimentos de isolamento de
eixos embrionarios de ervilha (Pisum sativum L.) observaram de forma mais
detalhada o efeito da aplicagdo exdgena do acido abscisico na germinagdo. Eixos
embrionarios foram isolados de sementes de ervilha e cultivados conforme Levi
et al,, (1992). O acido abscisico (ABA) foi suplementado em meio de cultura
completo e em meio de cultura sem KNOs, que é a fonte de K+ em meio de

cultura completo. Na presenca de ABA somente pouco crescimento
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meristematico radicular foi observado nas primeiras 24 horas do ciclo celular da
germinacdo. Na auséncia de KNO; o efeito inibidor do ABA no ciclo celular
aumentou, e a transicdo da fase Gl para a fase S foi quase completamente
inibida depois de 24 horas de germinacgo.

Assy-Bah e Engelmann (1993) obtiveram com seus experimentos
condigSes Stimas para conservagdo “in vitro” a médio prazo para embrides
zigéticos de coco. Estes estudos sdo de grande importancia principalmente para
conservagdo em bancos de germoplasma. Os embrides zigéticos maduros com
10 a 12 meses de polinizados foram extraidos e inoculados in vitro em meio de
cultura definido por Assy-Bah; Durand-Gasselin, e Pannetier (1987).
Observaram que sdo importantes a presenga de sacarose e carvdo ativado no
meio de recuperagdo durante o periodo de armazenamento. Os pesquisadores
conseguiram conserva-los por um periodo de 12 meses.

Na maturagdo antecipada de Prunus, o amadurecimento dos frutos
precede o amadurecimento dos embrides causando abortamento destes. Portanto,
ndo ¢ possivel a utilizacio de sementes como progenitores em programa de
melhoramento visando frutos com maturagdo precoce. Emershad e Ramming
(1994), utilizaram vérios meios de cultura para diferentes espécies de Prunus:
péssego (Prunus persica L.) Batsh; nectarina ( Prunus persica L.) Batsch var.
nucipersica Schneid.) e ameixa (Prunus salicina Lindl.). Os embrides cultivados
possuiam de 5 a 10mm de cumprimento. Os efeitos de entumescimento,
germinagdo e formacdo da planta foram comparadas com os varios meios de
cultura. Os embrides de todos os genétipos se entumesceram durante a
estratificagdo nos meios de cultura. O péssego e a nectarina obtiveram melhor
desenvolvimento em WPM e a ameixa ao meio de cultura C,d, de uma forma
geral todos os gendtipos desenvolveram bem em meios WPM e C,d (Chee
Medium) de Chee e Pool (1987).

O cultivo de eixos embrionarios de amendoim (4rachis hypogaea L.) foi
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utilizado para obten¢do de embriogénese somatica por McKently (1995). Foram
colhidas sementes de 14 genétipos representando as trés variedades botanicas do
amendoim: Arachis hypogaea ssp. hypogaea var. hypogaea; A. hypogaea ssp.
Jastigiata vars. vulgaris e fastigiata. Os explantes foram cultivados em meio de
Murashige e Skoog e suplementado com 12,42 uM de picloram. Os embriGes
somaticos foram isolados repetidas vezes em meio liquido com picloram 4,14
uM e com 10 meses foram transferidos para meio basico sélido de MS
(Murashige e Skoog, 1962 para se desenvolverem. A variedade fastigiata
apresentou baixa freqiiéncia embriogénica em relagdo as variedades hypogaea
ou vulgaris que apresentaram respostas similares.

Giorgini e Comoli (1996) através do isolamento e cultivo do embrido de
café observaram a atividade da enzima endo-B-mananase. A atividade da enzima
aumenta da extremidade micropilar para a extremidade oposta da semente
correlacionando com o crescimento dos cotilédones. Quando os endospermas
isolados foram incubados na presenca de reguladores de crescimento, somente o
acido giberélico acarretou um aumento de atividade enquanto que, o acido
abscisico ou cicloheximida inibem completamente a produgio de mananase em
sementes germinantes ou inibem o efeito promotor do acido giberélico em
endospermas isolados. Os pesquisadores concluiram que a atividade de endo-B-
mananase e da a mobilizacdo de galactomanano na semente de C. arabica, é um
fenomeno essencialmente pdés-germinativo que pode estar sob o estrito controle
do embrido.

O cultivo de embriSes in vitro de laranja péra (Citrus sinensis Osb.)
foram utilizados por Ribeiro et al., (1997), para determinar a interagio do pH e
do agar no meio de cultura. Como ja foi mencionado, em Citrus uma barreira
para os trabalhos de melhoramento € a ocorréncia da poliembrionia, que é a
presenc¢a de dois ou mais embriGes na mesma semente. Neste trabalho foram

utilizados frutos de 10 semanas com aproximadamente 5,5 cm de comprimento
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de uma tnica planta da variedade laranja Péra (Citrus sinensis Osb.). Todos os
embrides foram inoculados independentes dos estidios em que se encontravam
em meio MS em varias concentragdes de agar e em diferentes valores de pH.
Observaram que concentragdes de agar e valores de pH interagem
significativamente no crescimento do sistema radicular e no porcentual de
sobrevivéncia in vitro de embrides de laranjeira Péra. Para aumentar o
porcentual de germinagdo, o valor do pH do meio MS deve ser aferido para 6,7 ¢
acrescido de 10,5 g/L de agar. O desenvolvimento e crescimento dos embrides
sdo maximizados em MS com 10,5 g/L de agar.

Reis e Rena (1987) fizeram experimentos com eixos embrionarios de
Sucupira branca [Pterodon pubescens (Benth) Benth]. Foram isolados eixos
embriondrios de sementes secas e de sementes que sofreram corte prévio no
tegumento e posterior embebigio em placas de Petri por 24 horas. Comparou-se
com as sementes que sofreram corte no tegumento das sementes intactas e
concluiram que o corte nas sementes acarretou redugio do quociente respiratorio
e consideravel aumento da taxa respiratoria, indicando mudanga no curso da
respiragdo. No entanto a soma das taxas respiratérias, obtidas com eixos
embrionarios e cotilédones isolados separadamente, foi maior que a taxa
respiratéria das sementes cortadas, indicando que a barreira ao oxigénio e a
agua, imposta pelos tegumentos, ndo era totalmente removida pelo corte.

2.5 Plantas lenhosas x micropropagacio

Os tipos de cultivo “in vitro” utilizados para propagacio de plantas
lenhosas ndo diferem muito dos tipos utilizados para outras espécies de plantas.
A principal diferenca na maioria dos casos é que somente tecidos jovens tém
sido utilizados ou tem dado resultados satisfatorios, é raro sucesso com tecidos

maduros. A micropropagagdo tem sido aplicada para multiplicar e propagar
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numerosas plantas lenhosas nos ultimos anos Sommer ¢ Wetzstein (1984).

Dunstan e Thorpe (1986) afirmaram: até que os aspectos bioquimicos e
fisiologicos da juvenilidade e maturidade sejam esclarecidos, nio serdo possiveis
elucidar alguns padrSes morfogenéticos que sdo observados na cultura de tecidos
em arboreas. '

A propagagdo das plantas através da cultura de tecidos tém sido
realizada pelo uso de calos, orgdos, células e culturas de protoplastos. Embora os
explantes de espécies arboreas tenham dificuldade de crescer e diferenciar “in
vitro”, os primeiros tipos de cultivos foram utilizados experimentalmente com
varios graus de sucesso em micropropagacdo de varias espécies arboreas Bonga
e Durzan (1987c).

Conforme Pierik (1990), quando uma planta envelhece sua capacidade
regenerativa costuma diminuir, por isso tende-se a utilizar material procedente
de plantas jovens, melhor do que as plantas adultas. Especialmente no caso de
arvores e arbustos. Os tecidos embrionarios geralmente tem alta capacidade
regenerativa. Os embriGes e as sementes sdo utilizados frequentemente como
material experimental para o cultivo de tecidos.

Os tecidos jovens, ndo lignificados, em geral sfo mais apropriados para
o cultivo do que os tecidos velhos e lenhosos, contudo encontra-se um grande
numero de excegdes na literatura Pierik (1990).

As arboreas leguminosas sdo consideradas de importincia econdmica,
particularmente em regiGes tropicais, como fonte de material de construcdo e
combustivel. PlantagGes clonais de genétipos superiores com rendimentos acima
da média, poderdo contribuir com significante melhoramento na produgio de
madeira. Técnicas de micropropagacdo através de brotagdes axilares ou
embriogénese somatica estdo comegando a ser desenvolvidas para leguminosas
arboreas e eventualmente as técnicas poderdio suprir as plantagdes clonais
Davey, Kumar e Hammatt (1994).
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As técnicas de cultura de tecidos sio indicadas para determinadas
espécies do Cerrrado, principalmente quando suas caracteristicas botinicas
impedem ou dificultam a propagacio pelas vias classicas. Um exemplo seria o
caso de multiplicagio de plantas selecionadas por alta produtividade ou
qualidade de frutos superiores. Se as estacas da espécie ndo enraizam, a
micropropagacio pode representar solugio para sua propagagio. Outro caso no
qual a multiplicagdo “in vitro” seria vantajosa, surge quando a espécie é rara,
como a pera-do-cerrado (Eugenia klotzchiana), ou produz poucas sementes,
como a sucupira-branca e a produgdo de mudas é insuficiente para atender a
demanda. Assim, a multiplicagiio por cultura de tecidos oferece a possibilidade
de produzir dezenas ou centenas de mudas a partir de uma tnica semente ou
matriz selecionada Melo et al., (1998).

Nas plantas naturalmente ocorrem a presenca de substincias quimicas
denominadas de endogenas. Estas substincias regulam a planta tanto
nutricionalmente como também no crescimento e no desenvolvimento. Os
reguladores geralmente sdo ativos em baixas concentragdes, e sio conhecidos
como horménios. Produto quimico sintético com atividade fisiolégica similar as
substincias de crescimento das plantas sio denominadas de “reguladores de
crescimento”. Como os reguladores de crescimento sio suplementados aos
meios de cultura e portanto aplicados externamente aos tecidos, sdo
denominados de exdgenos. As principais classes de reguladores de crescimento
ou horménios sdo: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico.
George (1993a).

As auxinas sdo muito utilizadas, principalmente em trabalhos de
micropropagagdo. As auxinas sdo incorporadas ao meio de cultura para
promover formagdo de calos, crescimento de células em suspensio, orgdos, e
regula a morfogénese, especialmente associada as citocininas. A escolha dos
compostos e a concentragdo requerida depende: do tipo de crescimento ou
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desenvolvimento necessario, do nivel da auxina enddogena do explante, da
capacidade do tecido cultivado de sintetizar auxina naturalmente e da interagdo
entre a auxina sintética aplicada e da auxina endégena. As principais auxinas
sdo: AIA (acido 3-indolilacético), ANA (acido naftalenoacético), AIB (acido
indolilbutirico), 2,4,D (acido 2,4 diclorofenoxiacético), Picloram (acido 4-
amino-3,5,6 tricloropicolinico) CPA (icido 4-clorofenoxi) acético, NOA (acido
naftoxiacético), George (1993a).

As citocininas produzem pouco efeito quando aplicadas as plantas
mtactas, mas tem visivel efeito para estimular sintese de proteinas. As
citocininas promovem a maturagio dos cloroplastos e retardam a senescencia
das folhas destacadas. Os efeitos das citocininas sdo mais visiveis na cultura de
tecidos quando s3o usadas juntamente com as auxinas, estimulam a divisdo
celular e controlam a morfogénese. Adicionados a cultura de tecidos em gemas,
esses compostos superam a dominancia apical e liberam as gemas laterais da
dorméncia, neste aspecto possuem um efeito oposto ao das auxinas endogenas.
As principais citocininas sdo: cinetina (Kin) (6 furfurilamino-purina), BAP (6-
Benzilaminopurina), 2 ip (Isopenteniladenina), zeatina (ZEA) (N°-(4-hidroxi-3
metilbut-2 enil) aminopurina, PBA (6-Benzilamino) 9-2-tetraidropiranil-9-H-
purina, TDZ (thidiazuron) (N-phenyl-N’-1,2 3-thiadiazol-5-ylurea), George
(1993a).

O acido giberélico (GA;) aplicado em toda a planta influencia no
crescimento e desenvolvimento, de diversas formas: no crescimento da haste,
promovendo a floragdo ou induzindo a frutificagdo. Varios efeitos da giberelina
em toda a planta sio causados pelo aumento seletivo ou decréscimo na
biosintese e atividade das enzimas. O acido giberélico mais utilizado é o GA;
(2,4a, 7-trihidroxi-1-metil-8-metilene-gib-3 ene -1,10 acido carboxilico-1-4
lactona, George (1993a).

O etileno é um regulador de crescimento em forma gasosa, produzido
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por células vegetais, inclusive por células in vitro. O mesmo pode influir no
padrdo de desenvolvimento das culturas, mas a sua sintese, ou melhor, a sua
presenga nas culturas, é normalmente, regulada mais pelo tipo de fechamento ou
vedacdo feito nos frascos de cultura do que pela composigiio do meio, Torres e
Caldas (1990). '

O acido abscisico ¢ um inibidor de crescimento in vitro. Em Citrus
Giladi et al., citado por Torres e Caldas (1990) observaram que a adigdo de ABA
ao meio de cultura promovia inibigio do alongamento de gemas. No entanto, é
bem eficiente para desenvolvimento normal e maturagiio de embrides somaticos,
evitando a germinacdo precoce dos mesmos Ammirato citado por Torres e
Caldas (1990.)

Barbosa et al., (1990) objetivando maximizar a proliferacdo in vitro de
explantes de macieira, testaram sete concentragbes de BAP (6-
benzylaminopurina) em meio basico modificado de Murashige e Skoog (1962).
Foram utilizados explantes da cultivar Gala provenientes de propagulos
mantidos “in vitro” sob a forma de “culturas estoques”. Definiu-se, para Gala, a
concentracdo ideal de BAP na faixa de 10,0 uM, a qual proporcionou a
quantidade expressiva de 16,1 novas plantas em apenas 60 dias.

Proliferagdo e alongamento de brotagdes de café (Coffea arabica L.)
foram observados por Pasqual e Barros (1992) quando utilizaram BAP 3mg/L
na auséncia de ANA. Para obter a multiplicagio e a maior proliferacio de
brotagdes com mais de 1 cm, utilizaram a concentragdo de 0,5 mg/L de BAP. Os
segmentos nodais utilizados foram obtidos através da repicagem de mudas
oriundas de sementes in vitro. Os segmentos caulinares tinham
aproximadamente 3mm e foram inoculados em meio de cultura com sais de MS
e vitamina de Morel (1964).

As leguminosas arbéreas tém obtido relativamente pouco sucesso
usando segmento de haste ou de raizes em sua propagagio, segundo Rajadurai et
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al, citado por Mathur ¢ Mukunthkumar (1992). Proliferagio de gemas nas
leguminosas arboreas Bauhinia variegata e Parkinsonia aculeata foram obtidas
por Mathur e Mukunthakumar (1992). Através de segmentos nodais de 2 cm de
comprimento, de arvores com 6 a 8 anos de idade. Utilizaram meio basico de
MS suplementado com BAP, Bauhinia e Parkinsonia obtiveram um nivel étimo
de multiplicagdo a 13,3 uM de BAP respectivamente. Brotos isolados com 3 a 4
nés foram transferidos para meio basico MS enriquecido de AIB (icido
indolilbutirico) havendo mais de 86% de enraizamento com 4,9 uM e 9,8 uM de
AlB para Bauhinia e Parkinsonia, respectivamente.

A espécie arborea omamental Telopea speciosissima R. Br. possui
problemas em sua propagagdo através de sementes, pois s30 muito susceptiveis a
doengas e ocorre uma grande segregacdo varietal. Offord, Campbell e Mullins
(1992) estabeleceram uma forma de propagacio clonal nesta espécie. As plantas
matrizes obtidas por estaquia foram cultivadas em casa de vegetagio e
pulverizadas com acido giberélico a 60 uM. Os brotos terminais foram coletados
e moculados em meio MS suplementado com o dobro da concentragio de ferro.
Depois de 6 semanas os brotos axilares estavam alongados. Em seguida os micro
brotos foram tratados com BAP. A concentragio étima foi de 1,25 uM de BAP.
Estes brotos foram transferidos para tratamento com GA; a melhor
concentragdo foi de 2,5 pM de GA; para alongamento dos brotos obtidos.

Kristiansen (1992) conseguiu identificar o clone de Ficus benjamina
com caracteristicas de mais rapida proliferacio e crescimento in vitro. Os
explantes foram obtidos de clones cultivados em casa de vegetagdo. Brotos
apicais foram inoculados em meio basico de MS, suplementado com 8,9 uM de
benziladenina. Os explantes foram transferidos para meio de cultura fresco a
cada trés semanas. Depois de 3 a 4 subcultivos, comegaram a crescer os
aglomerados de brotagdes. Os aglomerados de gemas foram divididos e
transferidos para meio fresco. Em seguida aglomerados de 4 a 6 brotagdes foram
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transferidos para meio de enraizamento sem reguladores de crescimento.
Observou-se que o clone “Cleo” atingiu um excelente crescimento em relacdo
aos demais clones, com elevado indice de proliferaggo.

A multiplicagdo “in vitro” é uma forma eficiente para atender uma
producdo em larga escala de espécie frutifera arbérea, como ¢ o caso do caju
Anacardium occidentale L., que possui sementes recalcitrantes. D’Silva e
D’Souza (1992) cultivaram nés cotiledonares de castanhas colhidas de arvores
com 5 a 10 anos. Os nés cotiledonares foram inoculados em meio basico de MS
com varias concentragdes de cinetina, zeatina, 6-benzilaminopurina e agua de
coco; isolados e em combinacdo. Observou-se que a incorporagido da maltose
adicionada a sacarose e a benzilaminopurina resultaram em grande nimero de
gemas. Para enraizamento, a melhor resposta foi com 2,9 uM de AIA e 49 uM
de AIB.

O barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) é uma
arbérea dos cerrados brasileiros, pertencente a familia das leguminosas. Sua
importincia econémica é a produgdo de tanino, além de conter principios
farmacolégicos e boa madeira para construgio civil. O barbatimio ndo se
propaga facilmente pelo método convencional de multiplicagio vegetativa.
Pasqual e Barros (1992) conseguiram obter multibrotagGes através de segmentos
caulinares por germinacio de sementes “in vitro”. Os segmentos foram
inoculados em meio de MS. A maior proliferagio de brotos de barbatimio
obtida por organogénese direta do explante, se den com o uso de 4,0 mg/L de
BAP na auséncia de ANA. O maior mimero de brotos com mais de 1 cm ocorreu
na auséncia de reguladores de crescimento.

A Kielmeyera coriacea Martius, conhecida popularmente como “Pau-
Santo”, é também espécie vegetal tipica dos cerrados. Por ter casca fortemente
suberificada, extrai-se a cortica. E também usada na medicina popular contra a
dor de dente, como ténica, como emoliente e possui propriedades cercaricidas.
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Sua propagacio ¢ predominantemente por sementes, mas seu desenvolvimento é
lento e a desuniformidade genética de seus descendentes é muito grande. Arello
e Pinto (1993) conduziram experimentos com segmentos nodais obtidos de
plantulas provenientes da germinagdo de sementes in vitro. Utilizaram meio de
cultura de Murashige e Skoog (1962), e observaram que a maxima proliferagcio
de brotos foi obtida com o emprego de 5,0 mg/L de BAP mais 0,1 mg/L de
ANA. A maior porcentagem média de brotos com mais de 1,0 cm foi conseguida
em meios sem BAP. Maior proliferacdo de brotos com mais de 1,0 cm de altura
ocorreu com o uso de 0,1 mg/L de BAP.

Schuch e Peters (1993) observaram que para obtengdo de brotagdes de
macieiras (Malus prunifolia e Malus domestica) utilizando-se o0 meio mineral de
MS e benziladenina nas concentragdes de 2,0 e 3,5 mg/L, favoreceu a
multiplicagdo das cultivares Marubakaido (Malus prunifolia Willd, Borkh) e
Megumi (Malus domestica, Borkh), respectivamente. Com a concentragdo de
3,5 mg/L de BAP, a adi¢do de 1,0 mg/L de GA; afetam o nimero de brotagdes
formadas.

Na India, a mirra (Commiphora wightii) é uma planta muito utilizada
por ser balsdmica, na industria de perfumes, incenso e na medicina Ayurvedica.
Ultimamente, o interesse por esta planta deve-se ao fato dela possuir atividade
anti-colesterol. Barve ¢ Mehta, (1993) obtiveram alto indice de formagdo de
brotos utilizando meio basico MS suplementado com 17,8 uM de benziladenina
e 18,6 uM de cinetina, com 0,3% de carvdo ativado. Depois os brotos foram
- transportados para meio com baixa concentracdo de benziladenina (1,8 pM) e
cinetina (1,9 pM) para que ocorresse o alongamento. Para enraizamento as
combinagOes mais eficientes foram 4,9 uM de AIB com 5,7 pM de AIA ou 5,4
puM de ANA.

A multiplicagdo de Fagus sylvatica L. (faia), arvore muito comum na

Europa, cuja propagacdo através de sementes é muito dificil, foi obtida por
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Vieitez, Ferro e Ballester (1993). Através do cultivo de eixos embrionarios,
obtiveram brotos axilares para os experimentos. Observaram proliferagdo de
gemas em meio WPM suplementado com 0,5 mg/L. de BA mais 2 mg/L de
zeatina adicionado com 0,2 mg/L de ANA. Para enraizamento utilizou-se a
auxina AIB na concentragdo de 1 g/L, sendo necessario um periodo de sete dias
de escuro.

A Leguminosae Acacia mearnsii é de grande importincia econdmica
evido possuir alto teor de tanino em sua casca. No sentido de multiplicar arvores
que contenham maior teor de tanino, Huang, Al-Khayri e Gbur (1994) obtiveram
multibrotagdo com BAP a 2 mg/L (8,87 uM) com presenga ou auséncia de 0,01
mg/L de AIB. Os segmentos com aglomerados de multibrotacio foram
transferidos para meio contendo 2 mg/L de BAP e 0,01 mg/L de AIB. O meio
basico utilizado foi o MS. Para enraizamento, a concentragao ideal foi de 0,6
mg/L (3,22 uM) de ANA cultivando-os em metade da concentracdo de MS.

A multiplicagdo in vitro da arbérea omamental Cornus florida L. foi no
sentido de selecionar clones resistentes ao cancro e a antracnose, além de
promover uma ripida propagagdo. Declerck e Korban (1994) cultivaram
segmentos nodais em diversos meios de culturas. Observaram que a melhor
resposta foi em meio WPM suplementado com 2,2 uM 6-benziladenina (BA).
Importante ressaltar que os micronutrientes utilizados foram do meio MS. Os
brotos ficaram mais uniformes e com maiores intemés com 3,3 uM de BA.

A proliferagio de brotos em Franxinus angustifolia Vahl, arbérea
omamental utilizada em paisagismo, cujas sementes tem problema de
dorméncia, foi obtida por Perez-Parron, Gonzalez-Benito e Perez (1994). Os
pesquisadores utilizaram material juvenil e adulto para os experimentos.
Segmentos nodais provenientes de sementes germinadas tiveram maior
proliferacdo em meio QL Quoirin e Lepoivre (1977) mais 8,9 uM de BA
(benziladenina) e 0,49 pM AIB (icido indolilbutirico). Enquanto o material
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proveniente de arvores (10 anos de idade) obtiveram maior indice de
multibrotacdo em meio DKW Driver e Kuniyuki (1984) suplementado de 4,4
uM de BA e mais 0,98 pM de AIB. Detalhe importante é que os explantes
adultos tiveram maior proliferagio quando foram colocados em posigdo
horizontal no meio de cultura. Para enraizamento a melhor resposta foi em meio
com sais d¢ WPM e vitaminas (LS) Linsmaier e Skoog (1965) suplementado
com 0,98 uM de AIB e depois transferido para meio suplementado com 3,9uM
de AIB para brotos de origem adulto e para 4,9 pM de AIB para brotos de
origem juvenil.

Pmto et al., (1994) obtiveram multibrotagGes em segmentos nodais e
apicais de “pau-santo” (Kielmeyera coriacea) planta nativa dos cerrados de
importancia econdmica, que vem sofrendo exploragdo predatoria e que esta
extinguindo-se em muitas regides. As sementes de “pau-santo” foram pré-
germinadas em solugdo de acido giberélico. As sementes foram cultivadas em
meio de MS com metade da concentragdo dos sais e suplementado com acido
giberélico. Os segmentos nodais e apicais de Kie/meyera foram imersos em meio
basico de MS com diferentes concentragdes de benzilaminopurina. Observou-se
que os segmentos nodais mostraram maior capacidade de produgdo de brotos em
relagdo aos apicais. A maior taxa de multiplicagdo foi obtida com as
concentragdes de 0,5 e 1,0 mg/L de BAP no explante nodal e 0,5 mg/L de BAP
no explante apical. Melhor porcentagem de brotagdo com mais de 1,0 cm foi
obtida com niveis de até 0,5 mg/L de BAP, independentemente do tipo de
explante.

A leguminosa arborea Swartzia madagascariensis (Desv.) é espécie
considerada medicinal na Africa muito rica em saponinas. A propagagdo por
sementes apresenta alto grau de variabilidade genética, a propagagdo in vitro foi
usada por Berger e Schaffner (1995), objetivando selecionar genétipos com alto
teor de saponinas. Brotos foram inoculados em meios basicos: MS, WPM, e BS
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Gamborg, Miller e Ojima (1968). Todos os meios foram suplementados com 2,2
#M BA, foram utilizados também varios tipos de gelificantes. A maior mdugio
de brotos foi obtida com 4gar em meio MS contendo 2,2 pM de benziladenina.
Para enraizamento, utilizou-se MS com metade da concentragdo suplementado
com 26,8 uM de 4cido naftalenoacético. '

Multibrotagdo através de segmentos de nés cotiledonares foi relatado
por Franga et al, (1995), em Barbatimio (Stryphnodendron polyphythum,
Mart.). O barbatimio € arvore leguminosa tipica do cerrado, sua casca possui
propriedade medicinal, agente cicatrizante de ferimentos. Os explantes foram
obtidos através de sementes germinadas em casa de vegetagdo. Os segmentos de
nds cotiledonares foram inoculados em meio MS suplementados com diferentes
tipos de citocininas. A melhor proliferagio de gemas ocorreu com a
concentragdo de 13,3 uM de BA (benziladenina). No entanto, brotos de maior
comprimento foram obtidos com 0,04 uM de BA e 0,005 puM de acido
indolilacético. Para enraizamento, foi utilizada metade da concentragio dos
macronutrientes do meio MS suplementado com 5,37 pM de 4cido
naftalenoacético e 80 mg/L de floroglucinol.

Para induzir brotagdes de gemas axilares dos segmentos nodais de
abacateiro (Persea americana Mill-cv. Fuerte), Biasi, Koller ¢ Kampf (1994)
obtiveram melhor indice quando adicionaram 3 mg/L de BAP em meio reduzido
pela metade da concentragio de sais do meio MS, para evitar oxidagio dos
explantes. O enraizamento foi obtido pela inducdo por trés dias em meio MS
com 25 mg/L de AIB e depois transferido para meio isento de reguladores de
crescimento com 1 g/L de carvdo ativado.

A multiplicagdo do juazeiro (Ziziphus mauritiana Lamk.), arvore
utilizada como forrageira nos desertos da india, além de servir para fazer cercas,
ferramentas e lenha, foi observada por Mathur, Ramawat ¢ Nandwani (1995)
que inocularam segmentos nodais de arvore com 20 a 25 anos de idades em
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meio modificado de MS sendo acrescentados 11uM de benziladenina e 0,5uM
de acido indolilacético. Por sucessivas subculturas, cerca de 15 a 20 brotos
foram obtidos por inoculagdes. A indugio de enraizamento constou de um pré-
tratamento com 50 uM de acido indolilbutirico ou de acido naftalenoacético por
24 horas e em seguida transferido para meio White (1943) livre de auxinas.

A arborea medicinal Eucommia ulmoides Oliver é muito apreciada na
China, por conter um potente antihipertensivo além de ter uma resina isolante
elétrica denominada de gutta-percha. No entanto, somente a arvore feminina
produz o 6leo e a gutta-percha. Chen, Hu e Huang (1995) conseguiram
multibrotagSes através de brotagdes apicais de plantulas de um més de idade. As
brotagdes com 3 a 5 mm de comprimento foram cultivadas em meio basico MS
suplementado com 1 mg/L de benziladenina. Os brotos foram subcultivados no
mesmo meio aumentando para um indice de 7 novos brotos por dois brotos
cultivados. O enraizamento foi obtido utilizando-se gelrite, reduzindo-se em um
tergo a concentragao dos sais do meio MS e adicionando-se 0,1 mg/L de ANA.

Prunus mume Sieb. et Zucci. € uma arborea cultivada no Japdo por sua
produgdo de frutos. Os frutos sdo colhidos prematuros para preparo de picles.
Harada e Murai (1996) cultivaram segmentos nodais de aproximadamente 2 cm
com uma gema lateral em meio basico WPM, suplementado com 5 pM de
benziladenina, 3% de sorbitol e 0,7% de agar. Apos 30 dias, os brotos foram
separados e subcultivados no mesmo meio. O melhor enraizamento foi obtido
em meio WPM com 1uM de acido naftalenoacético.

Campos e Pais (1996) relataram a proliferagdo de brotos obtidos com a
espécie Persea indica (L.) K. Spreng, arborea cuja madeira € similar ao mogno.
Madeira muito apreciada no fabrico de méveis, no entanto a arvore se encontra
em vias de extingdo. A multiplicagdo in vitro foi conseguida através do cultivo
de gemas axilares provenientes de plantulas germinadas in vitro. As gemas

foram inoculadas em meio MS suplementado com 2,8 pM de benziladenina.
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Para enraizamento, a base dos brotos foram imersos em 16,11 mM (B g/L) de
acido indolilbutirico por 1 a 2 segundos e depois transferidos para meio de
cultura MS com metade da concentragdo e sem reguladores de crescimento.

Para se obter multibrotagdes na arborea Cleistanthus collinus Benth,
Quraishi, Koche e Mishra (1996) cultivaram segmentos nodais, 1,5 cm de
comprimento em MS com 2,2 uM de benziladenina. A multibrotagdo ocorreu
em 4 semanas. Observou-se que, reduzindo a concentragio de BA para 1,1pM, a
multiplicacdo dos brotos foi muito maior mas sendo necessarias 8 semanas. O
enraizamento foi obtido com metade da concentragio do meio MS acrescido de
22,8 pM de écido indolilacético e mantido no escuro nas primeiras 72 horas.

A multibrotagio em Gmelina arborea Roxb., arvore produtora de
madeira para fabrico de moveis na Asia, foi solucdo para se obter a propagagio
desta espécie, ja que possui sementes recalcitrantes. Kannan e Jasrai (1996)
inocularam segmentos nodais de 1 a 1,5 cm de comprimento provenientes de
arvores com 3 a 5 anos de idade, em meio de cultura MS com 1,1 uM de BA,
obteve-se 7 a 9 brotos por cada segmento nodal. O enraizamento foi estimulado
por pulso em solugdo com 246 uM de AIB por cinco minutos e transferidos para
vermiculita.

A multiplicagio da espécie Cordia verbenaceae L., arbusto perene,
medicinal, com ag3o terapéutica anti-inflamatoria e anti-infecciosa, conhecida
popularmente como erva-baleeira foi obtida por Lameira (1997). Os
experimentos foram conduzidos com segmentos nodais e apicais. O segmento
apical foi o mais eficiente proporcionou um maior niimero e comprimentos de
brotaces. A concentragio que induziu maior nimero de brotagdes foi de 5 uM
de cinetina mais 0,01pM de ANA em meio de cultura MS. O enraizamento foi
em meio de cultura MS sem regulador de crescimento.

Parra e Amo-Marco (1998) fizeram interessante estudo comparativo de
multibrotagdes provenientes de segmentos nodais de explantes juvenis, obtidos
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de germinagdo de sementes in vitro, e explantes obtidos de arvores com mais de
dez anos de idade da espécie Myrtus communis L. Ao contrario do que era
esperado, os explantes provenientes da arvore foram mais eficientes produzindo
mais brotos e de maior alongamento. O meio de cultura mais propicio foi o meio
MS suplementado de 4,4 uM de benzildadenina. '
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia das sementes de Sucupira Branca (Pterodon pubescens
(Benth.) Benth.)

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras e do
Laboratério de Cultura de Tecidos do Centro Nacional de Pesquisa de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN — EMBRAPA).

Foram utilizadas sementes de populagdes do municipio de Brasilandia,
Norte de Minas Gerais, coletadas em 13 de maio de 1995 e 18 de julho de 1996.
Os frutos, apos a remogio das alas, foram acondicionados em sacos plasticos e
armazenados em cdmara fria, temperatura variando de 6 a 9°C e umidade
relativa de 70%, no Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Lavras (UFLA-MG). Foram utilizadas sementes de frutos coletados
em Brasilia, nas seguintes localidades e respectivas datas: Universidade de
Brasilia (UnB) em 25 de jutho de 1997, quadra 403 Sul em maio de 1996 e 26 de
julho de 1997. Os frutos coletados em Brasilia foram armazenados em cimara
fria, temperatura de 18°C a 20°C, na Area de Biologia Celular do CENARGEN /
EMBRAPA. De acordo com a necessidade, as sementes foram isoladas dos
frutos através de tesoura de poda antes da instalagdo dos experimentos, nio
havendo armazenamento da semente nua, por periodo superior a seis meses.
Uma vez que se observou melhor conservagio das sementes quando estavam no
interior dos frutos.
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3.2 Desinfestacdo das sementes

A desinfestagdo das sementes foi realizada em ambiente asséptico, na
camara de fluxo laminar horizontal.

As sementes foram imersas em alcool & 70% por um miuto. Depois em
solugdo de hipoclorito de sodio a 2% por vinte minutos. Em seguida lavadas trés
vezes em agua destilada autoclavada.

3.3 Testes experimentais para germinacéio
3.3.1 Teste de germinacio ex vitro de sementes seccionadas e embrides

Neste experimento foram utilizadas sementes provenientes de
Brasilandia-MG coletadas em 18 de julho de 1996, visando a comparagio de
dois métedos de superagdo de dorméncia. Apds a desinfestagdo, um dos métodos
utilizados constou de sementes seccionadas, ou seja, sementes que tiveram um
pequeno corte no lado oposto ao eixo embrionario e o outro método de sementes
sem tegumento, ou seja, o embrido. As sementes foram semeadas em caixas tipo
gerbox contendo areia lavada e autoclavada a 121°C durante 60 minutos. Foram
utilizadas 50 sementes para cada tratamento, divididas em dez repetigdes, sendo
que cada repeticdo foi constituida por 5 tubos. As caixas foram mantidas em
cdmara de germinagdo a4 30°C e fotoperiodo de 8 horas. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado e foram avaliadas as seguintes varidveis:

comprimento de raizes, comprimentos da parte aérea, niimero de folhas e indice

de germinagdo. Os dados foram transformados pela JX+1.A avaliagdo foi
feita apos 14 dias de semeio.

39



3.3.2 Teste de germinag3o in vitro de sementes seccionadas e embrides

Neste experimento foram utilizadas 60 sementes procedentes de
Brasildndia-MG coletadas em 18 de julho de 1996 e metade foram submetidas
ao seccionamento. Em seguida, foi feita a desinfestagio das-sementes como
descrita anteriormente em cimara de fluxo laminar horizontal. Procedeu-se
entdo a retirada dos tegumentos das sementes restantes (30), isolando-se assim
os embrides (radicula + hipocétilo + phimula + cotilédones).

Utilizou-se meio basico de MS diluido para metade da forga dos sais dos
macro e micronutrientes, suplementados com vitaminas de MS e 2% de
sacarose, utilizando-se ponte de papel filtro como suporte. O meio de cultura foi
ajustado a um pH de 5,8 e autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Utilizou-se
13 ml de meio de cultura em cada tubo. O material foi cultivado em tubos de
ensaio de 20 x 150 mm, sob condi¢des de 14 horas de fotoperiodo e 28°C de
temperatura. Para tampar foram utilizadas forminhas de papel aluminio da marca
Rochedo, dimensdo 24 x 16, da cor prata. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com 6 repeticdes sendo cada unidade
experimental constituida por 5 tubos de ensaio contendo um propagulo por tubo.
Os tratamentos foram constituidos pelas combinacdes de dois métodos de
propagulos: sementes secionadas e embrides, com quatro épocas de avaliagdo (7,
14, 21 e 35 dias). O experimento foi instalado com os tratamentos dispostos
segundo o esquema de parcelas subdivididas, com os métodos nas parcelas e
avaliages nas subparcelas.

3.3.3 Teste de germinacéo in vitro de sementes escarificadas e embrides

Neste experimento foram utilizadas 240 (duzentas e quarenta) sementes
procedentes da UnB coletadas em 25 de julho de 1997. Metade das sementes
foram escarificadas através de lixa da marca 3M 231 Q Wetordry Imperial paper
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C 180. Em seguida foi feita a desinfestacio das sementes em cimara de fluxo
laminar. Procedeu-se entdio o isolamento dos embrides nas sementes restantes.

Foi utilizado meio basico de MS diluido para a metade da forca dos sais
dos macro e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de
sacarose. As sementes escarificadas e embrides foram inoculados nos seguintes
tratamentos (2 x 5): agar a 0,7% lavado com aproximadamente 1 litro de agua
deionizada; meio liquido usando suporte de papel filtro € meios com agar a 0,7%
suplementado de carvdo ativado nas concentragdes de 0,1%; 0,2% e 0,3%. Em
cada tratamento foram utilizados 24 sementes. Os meios de cultura foram
ajustados para pH de 5,8. Utilizou-se 13 mL de meio de cultura em cada tubo. O
tubo de ensaio utilizado foi de 20 x 150 mm com tampas de forminhas de papel
aluminio. O material foi autoclavado 4 121°C por 20 minutos. Apés inoculagio o
material foi cultivado sob condi¢cdes de 14 horas de fotoperiodo e 28°C de
temperatura. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com os tratamentos em esquema de parcela subdividida, ficando na
parcela as combinagdes dos tipos de propagulos (sementes escarificadas e
embrides) com os meio (agar lavado, meio liquido, agar com carvdo a 0,1%;
0,2% e 0,3%) e na subparcela as semanas de avaliagio (7 dias e 28 dias). Foram
utilizadas 4 repetigGes, sendo cada unidade experimental constituida por 6 tubos
de ensaio contendo um propagulo por tubo. Os dados foram transformados pela
Vx+1. A primeira avaliagdo foi feita aos 7 dias e a segunda avaliagdo aos 28
dias.

3.3.4 Avaliacio do crescimento de embriges em meio liquido e em diferentes
condi¢bes de gelificantes

Neste experimento foram utilizadas sementes procedentes da UnB
coletadas em 25 de julho de 1997. As sementes foram submetidas a
desinfestagdo e em seguida ao isolamento dos embrides.
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Utilizou-se meio basico de MS diluido para a metade da forca dos sais
dos macro e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de
sacarose. Os mesmos procedimentos anteriores foram utilizados quanto ao ajuste
de pH, quantidade de meio, especificagdes do tubo e tampas, autoclavagem,
condi¢des de fotoperiodo e temperatura da cimara de crescimenio. Os embrides
foram inoculados nos seguintes tratamentos: 4gar a 0,7% lavado com
aproximadamente 1 litro de agua deionizada; meio liquido com suporte de papel
filtro; agar a 0,7% e fitagel 4 0,22%. Em cada tratamento foram utilizados 28
embribes, totalizando 112 embrides. O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado com os tratamentos dispostos no esquema parcela
subdividida ficando na parcela os tratamentos (agar lavado, meio liquido, agar e
fitagel) e na subparcela os dias de avaliagdes aos 5, 10 e 15 dias. Foram
utilizadas 7 repetigGes, sendo cada unidade experimental constituida por 4 tubos
de ensaio, contendo um propagulo por tubo.

3.3.5 Avaliagdo do crescimento de embrides em meio liquido ou com &gar,

em ambiente escuro ou de luz

Neste experimento foram utilizadas sementes procedentes de Brasilia, da
quadra 403 Sul coletadas em maio de 1996. As sementes foram submetidas a
desinfestacdo e em seguida ao isolamento dos embries.

Utilizou-se meio basico de MS diluido para a metade da forga dos sais
dos macro e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de
sacarose. Foram estudados os seguintes tratamentos: dois meios de inoculagdo ( :
agar a 0,7% e meio liquido com suporte de papel de filtro, dois regimes de
condicionamento (escuro e luz) e duas épocas de avaliagdo (aos 7 e 21 dias). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos disposto em esquema de parcela subdividida. Na parcela ficaram os
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tratamentos (luz e escuro) e tipo de suporte (agar e liquido) e na subparcela os
dias de avaliacdo (7 e 21 dias). Em cada tratamento foram utilizados 20
embrides, totalizando 80 embrides. Foram utilizadas 5 repetigdes por cada

tratamento, sendo cada unidade experimental constituida por 4 tubos de ensaio,

contendo um propagulo por tubo. Os dados foram transformados pela X +1.
Os tratamentos foram para cdmara de crescimento sob condi¢des de 16 horas de
fotoperiodo e de 25 a 28°C de temperatura, e a outra metade do tratamento foi

para camara escura. Foram feitas duas avaliagdes aos 7 e 21 dias.

3.3.6 Avaliac@o do crescimento de eixos embrionarios em meio liquido e em

meios sob diferentes condicdes de gelificantes

Neste experimento foram utilizadas sementes procedentes da UnB
coletadas em 25 de julho de 1997. As sementes foram submetidas a
desinfestacdo e em seguida ao isolamento dos eixos embrionarios (Radicula +

hipocdtilo + gémula), (Figura 4).

FIGURA 4. Embrides de Pterodon pubescens (Benth.) Benth. (sucupira branca)
mostrando em evidéncia os eixos embrionarios.

Utilizou-se meio basico de MS diluido para metade da for¢a dos sais dos macro

e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de sacarose. Os
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eixos embrionarios foram inoculados nos seguintes tratamentos: agar a 0,7%
lavado com aproximadamente 1 litro de agua deionizada; meio liquido com
suporte de papel filtro; agar & 0,7% e fitagel a 0,22%. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com os tratamentos
dispostos no esquema de parcela subdividida, ficando na parcela os tratamentos
acima mencionados e na subparcela épocas de avaliagio (7 e 14 dias). Foram
utilizadas 4 repetices, sendo cada unidade experimetal constituida por 6 tubos
de ensaio contendo um propagulo por tubo. Assim, em cada tratamento foram
utilizados 24 eixos embriondrios, totalizando 96 eixos embrionarios. Os dados

foram transformados pela v X + 1. Foram feitas 2 avaliages aos 7 e 14 dias.

3.3.7 Avaliagdo do crescimento de embries em tubos de ensaio fechados
com tampas plisticas ou com forminhas de papel aluminio tipo

brigadeiro

Neste experimento foram utilizadas sementes procedentes de Brasilandia
coletadas em 13 de maio de 1995. As sementes foram submetidas a
desinfestagdo e em seguida ao isolamento dos embrides.

Utilizou-se meio basico de MS diluido para a metade da forca dos sais
dos macro e micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de
sacarose em meio liquido com suporte de papel filtro. Os embrides foram
inoculados e tampados com tampa plastica ou com forminhas de papel aluminio,
tipo brigadeiro. Os tratamentos avaliados foram: dois tipos de tampas: tampas
plasticas e tampas de forminha de papel aluminio e quatro épocas de avaliagdo:
aos 7, 14 e 21 dias. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com os tratamento dispostos no esquema de parcelas subdivididas.
Nas parcelas foram avaliadas os tipos de tampas e nas subparcelas as épocas de
avaliagdo. Foram utilizadas 4 repetigdes, sendo cada unidade experimental por 6



tubos de ensaios. Foram feitas 4 avaliagdes, os dados foram transformados pela

equagio Vx +1.

3.4 Estabelecimento in vitro de segmentos nodais de sucupira branca

Os segmentos nodais foram utilizados como explante primario e
derivados de plantulas germinadas in vitro com 5 a 8 nés, aproximadamente
apos 3 meses de cultivo. O cultivo dos embries ocorreu em meio basico de MS
(Murashige e Skoog, 1962) diluido para metade da forga dos sais de macro e
micronutrientes, suplementado com vitaminas de MS e 2% de sacarose, em meio
liquido com suporte de papel filtro.

Os meios de cultura foram ajustados a um pH de 5,8 e autoclavados a
121°C durante 20 minutos sob pressdo 1,5 atm. O tubo de ensaio utilizado foi de
20 x 150 mm, com tampa de forminha de papel aluminio, tipo brigadeiro.

Os segmentos nodais foram obtidos através da secgdo das hastes
caulinares em segmentos contendo pelo menos uma gema, e tamanho
aproximado de 15 a 20 mm. As folhas, a gema apical e cotiledonares foram
eliminadas. Os explantes foram inoculados no meio de cultura na proporgio de
um segmento por tubo. Apés a inoculagdo o material foi cultivado sob condi¢Ses
de 14 horas de fotoperiodo, com luz branca fria produzida por _lémpadas
fluorescentes e intensidade luminosa de 0,005 (umol.cm™s™) e temperatura de
28°C. Os seguintes parimetros foram avaliados: altura da haste, nimero de

hastes, mimero de gemas, comprimento da raiz.

3.4.1 Efeito do meio de cultura sobre estabelecimento in vitro de segmento
nodal de sucupira branca

Neste experimento foram utilizados explantes derivados de plantulas
germinadas in vitro, de sementes procedentes da UnB coletadas em 25 de julho
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de 1997. O explante tinha idade de 3 meses e 13 dias. Os segmentos nodais
mediam aproximadamente 20 mm. Foram cultivados em meio de cultura basicos
de MS (Murashige e Skoog, 1962) e meio de cultura bisico de WPM (Lloyd e
McCown, 1981)com 0,7% de agar. Os tratmentos avalizados forma os meis de
cultura basicos (MS e WPM) e trés épocas de avaliages com 30, 60 e 90 dias.
Utilizou-se 13 mL de meio de cultura por tubo de ensaio. Foram feitas trés
avaliagGes com 30, 60 e 90 dias. Os pardmetros avaliados foram: altura da haste,
numero de hastes, mimero de gemas e comprimento de raiz. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com os tratamentos
dispostos no esquema de parcela subdividida. Na parcela ficaram os tipos de
meios (MS e WPM) e na subparcela as épocas de avaliacdo (30, 60 e 90 dias).
Foram utilizadas 6 repeticdes em cada tratamento, sendo cada unidade
experimental constituida de 6 tubos de ensaio, contendo um segmento nodal por

tubo. Os dados foram transformados pela equagio vx +1.

3.4.2 Estabelecimento de segmentos nodais de sucupira branca com metade
da concentracdo dos sais do MS suplementado com dgua de céco

Neste experimento foram utilizados explantes derivados de plantulas
germinadas in vitro, de sementes procedentes de Brasilandia, coletadas em 18 de
julho de 1996. O explante tinha a idade de 3 meses e 16 dias. Os segmentos
nodais mediam aproximadamente 20 mm e foram cultivados em meio de cultura
basico de MS, diluido a metade da forga dos sais de macro e micronutrientes
com vitaminas de MS e 2% de sacarose, em meio liquido com suporte de papel
filtro. Para composi¢do dos tratmentos, o meio de cultura foi suplementado com
diferentes concentragdes de agua de cdco (0,0; 5,0; 10,0 e 20%). Utilizou-se 13
mL de meio de cultura por tubo de ensaio. Foram feitas trés avaliagdes com 30,
60 e 90 dias. Os pardmetros avaliados foram: altura da haste, nimero de hastes,
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numero de gemas e comprimento de raiz. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado com os tratamentos disposto no esquema de
parcela subdividida. Nas parcelas foram avaliados as diferentes concentragées de
agua de coco (0,0; 5,0; 10,0 e 20,0%) e nas subparcela as épocas de avaliagio
(30, 60 e 90 dias). Foram utilizadas 7 repeti¢des por tratameénto, sendo cada
unidade experimental constituidas por 4 tubos de ensaio, contendo um propagulo
por tubo.

3.4.3 Indugio de multibrotacdes em meio sélido

Neste experimento foram utilizados explantes derivados de plantulas
germinadas in vitro, de sementes procedentes de Brasilindia-MG, coletadas em
18 de julho de 1996. O explante tinha a idade de 4 meses e 11 dias. Os
segmentos nodais mediam aproximadamente 20 mm, ¢ foram inoculados em
posigdo horizontal no meio de cultura. Foi utilizado o meio de cultura basico de
MS, diluido para a metade dos sais dos macro e micronutrientes com vitaminas
de MS e 2% de sacarose com 0,7% de agar. O meio de cultura foi suplementado
em diferentes concentragdes de BAP (0,0; 2,5; 5,0 e 10,0uM) combinadas com
diferentes concentra¢des de ANA (0,0; 1,0; 3,0 e 5,0 uM). Utilizou-se 30 mL de
meio de cultura em cada recipiente magenta. Inocularam-se 5 segmentos nodais
em cada magenta. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com os tratamento: 4 combinages de BAP com 4 de ANA
totalizando 16 tratamentos, dispostos segundo esquema fatorial. Foram
utilizadas 4 repetigGes, sendo cada parcela constituida 5 segmentos nodais. A
avaliagcdo do experiménto foi realizada apés 17 dias de inoculagio. Os
parimetros avaliados foram: nimero de aglomerados (multibrotaggo), niimero

de brotos por aglomerado e porcentagem de calos. Os dados foram
transformados pela \/x + 0,5 . O porcentual de calos foi avaliado conforme area
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do segmento nodal coberto com calos, foi atribuido (*) para até 25% da area
coberta por calo, (*¥) de 25 a 50% do segmento nodal coberto por calo, (***) de
50 a 75% e (****) de 75 a 100% do segmento nodal coberto por calo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimentos de Germinagao

4.1.1 Teste de Germinagdo “ex vitro” de sementes seccionadas e embrides

A germinagio em areia lavada, através de germinadores e condi¢Ses
controladas, proporciona uma melhor visualizagio no estudo da emergéncia e
desenvolvimento das estruturas essenciais das plantulas.

O estudo comparativo dos dois métodos de superagio de dorméncia
apresentado neste teste teve o objetivo de avaliar qual o que apresentava maior
homogeneidade, velocidade, indice de germinagéo e qualidade das estruturas das
plantulas.

As sementes seccionadas e os embrides de sucupira branca ndo
apresentaram diferencas significativas quanto aos parimetros comprimento da
parte aérea ¢ nimero de folhas. No entanto, para os parimetros comprimento da
raiz e indice de germinagio apresentaram diferengas significativas a 1% pelo
teste F, como mostram os resultados da analise de varidncia (Tabela 1).

Pelo teste de germinag3o, observou-se que as sementes seccionadas de
sucupira branca foram superiores aos embrides em relagio a0 comprimento da
raiz e ao indice de germinagdo, como apresentada na Tabela 2.

A retirada de pequeno fragmento das sementes (seccionamento)
possibilita a embebicio da semente favorecendo uma rapida germinagdo. A

velocidade de germinagdo observada nas sementes de sucupira branca também
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foi observadas em varias espécies arboreas leguminosas, submetidas a0 mesmo
processo.

TABELA 1. Resumo da anilise de variancia (quadrado médio e significincia)
para CR (comprimento de raizes), PA (comprimento da parte
aérea), numero de folhas, e indice de germinacdo quando
sementes seccionadas e embrides foram cultivados em areia
lavada sob condigSes de germinador e avaliados aos 14 dias de

cultivo. Dados transformados + X +1 .
C.variagio G.L. CR (cm) PA(cm) N-Folhas Ind Germ.

Propagulos 1 1,3999%% 02474 04280™ 0,1495+%*
Residuo 18 00941 00727 01082 00212
c.v. (%) 18,14 19,31 24,64 11,08
Média 1,69 1,40 1,33 1,31

*# significativo a 1% de probalidade pelo teste F
NS: ndo significativo pelo teste F

Barradas e Handro (1974) relataram que o mesmo ocorreu com as
sementes de barbatimio (Stryphnodendron barbadetimam (Vell.) Mart ) quando
comparadas com a germinagio de sementes intactas, experimento
estabelecido em placas de Petri sob condigdes de germinador. O mesmo foi
observado por Ferreira (1976) em seu experimento com marica (Mimosa
bimucronata (D.C) OK.), em que o seccionamento da semente possibilitou
cerca de 100% de germinagdo em menos de 48 horas. O seccionamento do
tegumento promoveu rapidez de germinagio nas leguminosas Acacia
bonariensis Gill e Mimosa bimucronata (D.C) O.K. conforme Ferreira, Jodo e
Heuser (1992); também em Acacia senegal (L.)Willd por Danthu et al., (1992);
com Cassia sieberiana D.C por Todd-Bockarie et al.,(1993), com Senna
macranthera (Colladon) Irwin e Bameby por Santarém e Aquila (1995), com
urucum Bixa orellana por Amaral, Pereira e Cortelazzo (1995). No entanto,
Aquila e Fett Neto (1988) observaram que em Leucaena leucocephala (Lam.)
De Wit o seccionamento proporcionou alta porcentagem de germinagio, mas as
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plantulas cresceram menos do que as plantulas provenientes de sementes
submetidas a outros métodos de quebra de dorméncia. Gosling, Samuel e Jones
(1995) relataram que sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit
submetidas ao seccionamento e sob 40°C de germinagdo apresentaram alto
indice de mortalidade. '

TABELA 2. Valores médios para os pardametros crescimento de raiz (C.R.),
comprimento da parte aérea (P.A), nimero de folhas e indice de
germinacdo, em fungio dos tipos de propagulos de sucupira branca,

cultivados “ex vitro”.
Propagulos CR (cm) PA(cm) N-folhas Ind. Germ.
Seccionada 1,96a 1,51a 1,48a 91a
Embrido 1,43b 1,28a 1,18a 55b

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si
pelo teste F a 1% de probabilidade.

Reis, Brune e Rena (1985), em estudo comparativo com sementes
intactas de sucupira branca (Pterodon pubescens Benth) e utilizando varias
formas de superagdo de dorméncia observaram que o corte mo tegumento
apresentou porcentagem de germinacio e energia germinativa pelo menos cinco
vezes superior ao controle.

Neste experimento, onde comparou-se a germinacdo de sementes
seccionadas e desenvolvimento de embrides de sucupira branca, observou-se que
as sementes seccionadas apresentaram 91% de germinacéo e os embrides apenas
55%. Os embriGes de sucupira branca sofreram um severo ataque de fungos. O
que também havia ocorrido com Melo, Ribeiro e Lima (1979) em teste de
germinacdo com sementes intactas de sucupira branca (Prerodon pubescens
Benth), em substrato de papel sob temperatura de 25°C em condigdes de cimara
de germinacdo. Pois as sementes que tinham sido lavadas cinco vezes em
solucdo aquosas de hipoclorito de sédio a 0,2%, obtiveram uma taxa de
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germinacio de 66%.

A contaminacio por fungos no desenvolvimento de embriGes de
sucupira branca, em areia lavada, sob condigdes de germinador, provavelmente
deve ter sido facilitada pela auséncia do tegumento que desta forma agiria como
capa protetora. Por outro lado, ¢ dificil controlar a quantidade de agua nas caixas
gerbox, ja que ndo ocorre drenagem no caso de excesso de agua. A prépria
constituicio quimica das sementes de sucupira branca, leguminosa, portanto rica
em proteinas, deve ter favorecido a proliferagio de fungos.

Para as espécies tropicais, segundo Mascarenhas et al., (1987) e Le
Roux, citado por Harry e Thorpe (1994), as sementes que sio utilizadas para
explante, devem ser desinfestadas antes da remogao dos embrides ou no caso de
germinacdo asséptica. O procedimento da desinfestacdo deve ser rigoroso por
causa do alto grau de contaminagdo natural. Geralmente, segundo eles, utiliza-se
a combinag¢do HgCl,, NaOCl e etanol.

4.1.2 Teste de germinagiio “in vitro” de sementes seccionadas e embrides

O teste de germinaciio de sementes seccionadas e embrides de sucupira
branca, em meio liquido “in vitro” teve como objetivo comparar a eficiéncia da
germinacdo, quanto a velocidade e homogeneidade, visando obtengdo de
plantulas como fonte de explantes para experimentos “in vitro”. '

Pelos resultados das analises de variancia (Tabela 3), verificaram-se
diferengas significativas entre os tratamentos, ou seja, germinacdo de sementes
seccionadas e desenvolvimento de embries de sucupira branca. Os embrides
apresentaram-se superiores em todos os parimetros avaliados, como mostra a
Tabela 4.
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TABELA 3. Resumo da analise de varidncia (quadrado médio e significancia)
para CR (comprimento de raizes) PA (comprimento da parte
aérea), numero de folhas e Indice de germinagdo quando sementes
e embrides de sucupira branca foram cultivados "in vitro". Dados

nio transformados.
F.variagio  G.L. CR. P.A. N-folhas  Ind. germ.
Propagulos 1 32,875%* 15,620%*  9,720**  0,263**
Residuo 1 10 2,318 0,539 0,838 0,032

Avaliages 3 117,271%*  34,107*%*  51,940%*  0,263%*
Prop. Xaval. 3 2,026%* 0,895+ 1,376*%* 0,158**

Residuo 2 30 0,441 0,139 0,221 0,014
c.v.(l) (%) 32,95 30,85 37,36 20,42
c.v.(2) (%) 14,38 15,61 19,19 13,53
Média 4,62 2,38 2,45 0,876

** significativo a 1% de probabilidade pelo testeF.

TABELA 4: Valores médios de comprimento de raiz (CR), comprimento da
parte aérea (PA), mimero de folhas e indice de germinagio em
propagulos de sucupira branca, cultivados “in vitro™.

Propagulos C.R.(cm) P.A.(cm) N. Folhas Ind. Germ.
Embrido 5,448a 2,955a 2,90a 0,95a
Seccionada  3,792b 1,814b 2,00b 0,80b
médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de F,
a 1% de probabilidade.

Os embrides tiveram maior velocidade de crescimento radicular do que
as sementes seccionadas (Figura 5). Observou-se um acréscimo médio no
comprimento da raiz de 0,24 cm para o embrido e de 0,27 cm para sementes
seccionadas para cada dia de avaliagio, valores estes bastante semelhantes,
mostrando que o desenvolvimetno dos embrides foram sempre superiores aos
das sementes seccionadas, ja na etapa inicial de avaliagdo. Neste caso,
provavelmente o tegumento ainda agiu como uma barreira impedindo rapidez no
processo de embebicdo da semente, em relagio ao embridio, que tinha maior area
de superficie de absorgdo em contato com o meio liquido, enquanto que as
sementes seccionadas atingiram a maxima germinacdo somentes ao 26 dias
(Figura 6). Rapidez de germinac3o através da retirada do tegumento foi relatado
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por Radhamani, Malik e Chandel (1991) com varias espécies de Citrus: Citrus
aurantifolia, C. limonia, C. limon, C. reticulata, C. aurantium, C. maxima, C.

maderaspatana ¢ P. trifoliata, onde as sementes com tegumento precisaram de
32, 30, 32, 31, 70, 85, 80 e 32 dias para germinar, sem o tegumento reduziram
para 25, 20, 27, 26, 35, 36, 35 e 28 dias respectivamente. '

10,0
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6,0

C.R. (cm)

4,0
2,0

0,0

& E=0,245X+0,74 R~2 =0, 8922
m S=0266X-134 R~*2=0,9865

14 21 35
Avaliacgiio (dias)

FIGURA 5. Reperesentagdo e equagdo de regressio para comprimento de raizes

em fungio dos épocas de avaliagio ( X: 7, 14, 21 e 35 dias), para
em dois diferentes tipos de propagulos: embrides (E) e Sementes
seccionadas (S) cultivados “in vitro™.
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FIGURA 6: Reperesentagdo e equagdo de regressdo para indice de germinagio
em fungdo dos épocas de avaliagdo ( X: 7, 14, 21 e 35 dias), para
em dois diferentes tipos de propagulos: embrides (E) e Sementes
seccionadas (S) cultivados “in vitro”.

O cultivo de embrides também foi a maneira de obtengdo de plantas das
espécies Fraxinus ornus (freixo) e Sorbus domestica, sementes intactas de
Fraxinus germinaram apenas 7% e ndo houve germinagio de sementes intactas
de Sorbus domestica conforme Arrillaga, Marzo e Segura (1992).

Nas sementes seccionadas de sucupira branca, observou-se leve
coloragdo amarronzada exsudando no local do corte das sementes,
provavelmente ocorreu oxidacdo dos fendis, o que também foi observado por
Ashbumner, Thompson e Burch (1993) no cultivo de embrides de coco (Cocus
nucifera L.) “in vitro” sendo necessario a suplementagdo de carvdo ativado a
0,2% no meio de cultura. Na sucupira branca a oxidagdo fendlica foi atenuada
pelo uso do meio liquido.

Cantos et al., (1998) observaram que a baixa germinagiio de pinheiros
(Juniperus oxycedrus e Juniperus macrocarpa) estava relacionada com a
presenga de inibidores no endosperma e com o impedimento mecinico da testa.
Obtencio de plantas foram conseguidas quando inocularam embrides “in vitro™.
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As sementes seccionadas de sucupira branca apresentaram
germinacido heterogénea, diferentemente dos embrides que apresentaram
desenvolvimento bem homogéneo. Os embrides de sucupira branca logo aos 7
dias de cultivo atingiram cerca de 90% de germinagdo, como mostra a Figura 6.
Para as sementes seccionadas o porcentual de germina;cio maxima ocorreu zos
26 dias de avaliagdo, enquanto para embrides nio houve uma clara tendéncia
desse comportamento. Também foram observados para parte arérea e N° de
folhas maior comprimento da parte aérea e maior nimero de folhas, em menor
tempo (Figura 7 e Figura 8). Nota-se que houve um acréscimo médio no
cmprimento da parte aérea de 0,14 cm para embrides e de 0,13 cm para sementes
seccionadas para cada dia de avaliagdo; para o mimero de folhas, espera-se um
acréscimo médio de 0,18 e 0,16 folhas para embrides e sementes seccionadas,
respectivamente, em fungdo do aumento de um dia na avaliagio ( Figura 8).

60 FeE =0,1416Xx +0,2269 R*2= 0,656

SO EmS -0,1309X-0,7053 RA2=0,9657 'S
- 40
E 0 o .- =
S 30
< 20
& 4 .-

0,0 " ' : :

0 7 14 21 28 35

Avaliagoes (dias)

FIGURA 7. Comprimento da parte aérea (P.A.) em funciio das avaliagdes (A: 7,
14, 21 e 35 dias) a partir do cultivo de diferentes tipos de
propagulos. (E: embriGes; S: sementes).
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FIGURA 8. Numero de folhas (N.F.) em fungdo das avaliagdes (A: 7, 14, 21 e
35 dias) a partir do cultivo de diferentes tipos de propagulos. (E:
embrides; S: sementes).

Observou-se um comportamento diferente na germinacgdo invitro” em
relagdo a germinagdo éx vitro” do experimento anterior. Na germinagio “ex
vitro” de sucupira branca, melhor germinagdo ocorreu com sementes
seccionadas, ja na germinagio “invitro” o melhor desempenho germinativo
foram dos embrides.

O cultivo “in vitro” de embrides de sucupira branca neste experimento
obtiveram alto indice de germinagio e maior velocidade devido a auséncia de
tegumento, o embrifio ao ser inoculado rapidamente iniciou o metabolismo da
germinagdo através da embebigio. Outro fator que contribuiu foi o meio basico,
rico em nutrientes e em estado liquido. O estidio de maturagio das sementes,
com os cotilédones cheios de reservas. Inclusive este é um fator interessante
visto que o cultivo de embrides é muitas vezes empregado com embrides
imaturos, geralmente sendo necessario o emprego de reguladores de
crescimento, como no caso da obtencio de hibridos de Vicia narbonensis x Vicia
Jaba (fava) por Lazaridou, Roupakias e Economou (1993). Alta porcentagem de
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germinagdo de embrides imaturos de damasco (Prunus armeniaca L.) foi
conseguido também por Burgos e Ledbetter (1993), obtendo-se mais de 80% de
germinagdo com embrides medindo de 5 a 9mm de comprimento. Emershad e
Ramming (1994) relataram altas percentagens de germinacdo de embrides de
nectarina (Prunus persica (L.) Batsch var. nucipersica Schneid) e péssego
(Prunus persica (L.) Batsch) cultivadas em meio basico WPM atingiram 98% e
100% de germinagdo respectivamente onde 100% desenvolveram-se em plantas,
e ameixa (Prunus salicina Lindl) cultivada em meio C2d obteve, 98% de
germinagdo com 100% dos embrides sendo convertidos em plantas. Thiagarajan
e Murali (1994) com cultivo de embrides imaturos de neem (Azadirachta indica
(A. Juss)), obtiveram mais de 89% de germinagdo de embrides a partir de 3 mm

de comprimento.

ARRLEE !

FIGURA 9: Germinagdo “in vitro” de sementes seccionadas (A) e embrides (B)
de sucupira branca em meio liquido, com 20 dias de inoculacio.
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4.1.3 Teste de germinacao in vitro de sementes escarificadas e embrides

O teste de germinagdo de sementes escarificadas e embrides de sucupira
branca “in vitro” possibilitou um estudo mais detalhado do comportamento
destes propagulos em diferentes meios. A germinagdio in vitro tem como
objetivo a producdo de explantes juvenis e assépticos para o estabelecimento de
experimentos in vitro. O ideal neste caso é a producdo de plantulas vigorosas e
bem homogeéneas.

O resultado das analises de varidncia, (Tabela 5), mostram diferengas
significativas quanto ao propagulos e meios (P< 0,01) para todos os parametros:
CR, PA, mimero de folhas e indice de germinagido. As avaliagdes que foram
feitas afetaram significativamente (P < 0,01) no C.R., P.A. e mimero de folhas
formadas ndo afetando na germinagfo. Quanto as interagdes, observamos: entre
tipos de propagulos x meio nio afetaram nenhum pardmetro avaliado; tipo de
propagulos x avaliagdo com diferencas significativas para compriemento de raiz,
altura da parte aérea e nimero de folhas, entre meios x avaliagdes afetaram todos |
parametros menos a germinagdo. A interacdo tripla somente foi significativa
(P<0,05) para indice de germinag3o.
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TABELA 5. Resumo da anilise de varidncia (quadrado médio e significancia)
para CR (comprimento de raiz) PA (comprimento da parte aérea),
mamero de folhas e indice de germinaco, quando sementes
escarificadas e embrides de sucupira branca foram cultivados in
vitro. Dados transformados.

C.variacgio GL. CR (cm) P.A(cm) N°Folhas Germinagio
Propagulos T 4,164% 1506  1,184%  0.738%*
Meios 4 0,711%+ 0,39]** 0,169%* 0,086%*

Prop. x Meios 4 0,081 00458  0023% 0,009

Residuo 1 30 0,082 0,051 0,029 0,013™
Avaliagio 1 12,183%*  5235%+  4082%¢ (0404
Prop. x aval. 1 2,330%  ]1353#¢ ] ]184*%¢  (3*]0*NS
Meios x aval. 4 0529**  0339%*  0169** 0,033
Prp xMeiosx Aval. 4 0,068™  0,031™  0,023™ 037+
Residuo 2 30 0,067 0,049 0,029 0,013
c.v.(1) (%) 19,81 17,76 13,70 9,72
cv.(2) (%) 17,38 17,45 13,70 9,60
Média 1,45 1,27 1,25 1,17

N * ** n3o significativo e significativo a2 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

Os embrides tiveram melhores resultados em relagio ao comprimento da
raiz, parte aérea, numero de folhas e indice de germinagdo, quando comparados
com as sementes escarificadas (Tabela 6). Geralmente, as sementes escarificadas
apresentam altos indices de germinagio e desenvolvimento quando comparadas
com outros métodos de superagio de dorméncia, comumente realizados em
laboratérios de qualidade de sementes. Diferentemente do que foi obtido com a
germinacdo de sucupira branca, Rodrigues, Aguiar e Sader (1990) observaram a
eficiéncia da escarificagio com lixa na porgdo distal do eixo embriondrio em 3
espécies de Cassia, teste de germinagio conduzido em substrato de areia



TABELA 6. Valores médios de comprimento de raiz (CR), comprimento da
parte aérea (PA), numero de folhas ¢ indice de germinagdo em
fungdo de diferentes tipos de propagulos cultivados “in vitro”.

Propagulos CR.(cm) P.A(cm)  N®Folhas Ind. Germ.

EmbriGes 1,68a 1,41a 1,37a 1,26a

Escarificada 1,22b 1,13b 1,13b 1,07b

Médias seguidas por mesma letra, na colunas, ndo diferem entre si, na linha,
pelo Teste F a 1% de probabilidade.

Porcentagem de 100% de germinacdo foi obtido por Gonzalez-Melero,
Pérez-Garcia e Martinez-Laborde (1997) com sementes da leguminosa Coronilla
valentina spp. glauca, C. juncea com 92% de germinacdo e C. minima com
98%, quando as sementes foram submetidas a escarificagio, em teste de
germinagdo conduzido em placas de Petri. Lemos Filho et al., (1997)
observaram que a escarificacdo promoven mais de 80% de germinagdo nas
sementes das leguminosas arbdreas Semna macranthera (Collad.) Irwin e
Bameby (fedegoso), Senna multijuga (Rich.) Irwin e Bameby (farinha-seca) e
Stryphnodendron  polyphyllum Mart. (barbatimio-da-mata), em testes
conduzidos com papel filtro em caixas tipo gerbox.

O cultivo “in vitro” de sementes de sucupira branca, escarificadas
através de lixa, ndo apresentaram boa germinagio. O tegumento remanescente
muito provavelmente ainda agiu como barreira & germinagdo. Observou-se
grande desuniformidade na germinagdo deste propagulo, além de apresentar uma
forte coloragdo amarronzada ao redor da semente nos meios com agar € manchar
o papel filtro no meio liquido, muito provavelmente pela liberagio de fendis.
Esse fendmeno da oxidagio também foi relatado por Siqueira e Inoue (1991)
com cultivo de tecidos do coqueiro (Cocos nucifera L.), segundo eles, o
processo de oxidagdo se deve principalmente a intoxicagdo dos tecidos por

fenois liberados por tecidos recém-feridos, testou-se o meio liquido, ao contrario
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de sua localizagdo fixa, proxima aos explantes, no meio sélido.
O efeito significativo entre a interacio meios de cultura e épocas de
avaliagdo, em sucupira branca, sio mostrados na Tabela 7 e Tabela 8.

TABELA 7. Valores médios da interagio dos fatores meios de cultura e épocas
de avaliacdo para os pardmetros comprimento de raiz (CR.) e parte

aérea (P.A).
C.R. (cm) P.A. (cm)
Meios 1*avaliacio 2avaliagio  1’avaliagio  2° avaliacio
Agar lavado 1,030 a 1,490 ¢ 1,000 a 1,240 b
Meio liquido 1,L110a 2,480a 1,030 a 1,940 a
Agar +car. 0,1% 1,060a 1,710 be 1,010a 1,370 b
Agar+car.0,2% 1,050a 1,600 bc 1,000 a 1,330 b
_Agar +car. 03% 1,050a 1,920 b 1,020 a 1,740 a

Médias seguidas por mesma letras na coluna n3o diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0.05)

TABELA 8. Valores médios da interagiio dos fatores meios de cultura e épocas
de avaliagdo para os pardmetros nimero de folhas e indice de

germinacao.

Numero de Folhas Indice de germinacio
Meios 1*avaliagio 2%avaliagio  1*avaliagio 2° avaliacio
Agar lavado 1,000a 1,310 b 1,000a 1,100 ¢
Meio liquido 1,000a 1,840 a 1,000a 1,280 b
Agar+car. 0,1% 1,000a 1,390 b 1,000 a 1,510 a
Agar +car. 02% 1,000a 1,430 b 1,000 a 1,110 ¢
Agar +car. 03% 1,000a 1,520 b 1,000 a 1,210 be

Médias seguidas por mesma letras na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey (5%)

De maneira geral niio houve diferenga na primeira avaliagdo em relacdo
aos cinco diferentes tipos de meio. No entanto na segunda avaliagdo, percebe-se
a superioridade do meio liquido em relagio aos outros meios. Em seguida os
meios suplementados com carvdo ativado, principalmente na concentracio a
0,3% apresentou-se como o melhor no cultivo de propagulos de sucupira branca.
¢ por ultimo o agar lavado.
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A Tabelas 9 e 10 representa os valores médios dos parimetros avaliados
em relagdo aos diferentes tipos de meios, onde observa-se as maiores médias
para os propagulos cultivados em meio liquido, em seguida, o meio
suplementado com carvéo ativados a 0,3%, sendo o meio com agar lavado o que

proporcionou um menor desenvolvimento nos propagulos inocuiados.

TABELA 9 Valores médios de comprimento de raiz (CR), comprimento da parte
aérea (PA), numero de folhas e indice de germinagio em fungdo

dos meios de cultura.
Meios CR(cm) PA (em) Numerode gi‘;i‘i":ag;o
Agar lavado 1,22 b 1,12¢ 1,15 b 1,09 b
Meio liquido 1,79a 148a 142a 1,27 a
Agar+car.0,1% 1,38 b 1,69 be 1,19 b 1,15 b
Agar+car.02% 132 b 1,16 be 1,22 b 1,11 b
_Agar+car.03% 148 b 1,38 ab 1,26 b 1,20 b

Meédias seguidas por mesma letras na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey (5%)

TABELA 10: Valores médios do Indice de germinagsio em fungdo dos tipos de
propagulos, meios de cultura em cada época de avaliagdo. Dados
transformados.

Propagulos Avaliagdo Meios
(dias)

Agar  Meio.  Agar+  Agar+  Agart
Lavado Liquido Car.0.1% Car02% Car03%
Escarificada 7 1,00aA 1,00bA 100bA  100bA 1,00bA

Embrido .7 .107aB 137aA 120aAB  119aAB 113aB
Escarificada 28  1,08aB 1,34aA LI0bB  104bB  1,17bAB
Embrio 28 1,24aB 1,392AB 1,30aAB  12aB__ 1,52aA

Meédias seguidas por mesma letras mindsculas na coluna para cada época de
avaliagio, e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)

A presenca de carvdo ativado, principalmente em altas concentragdes no

cultivo in vitro de sucupira branca, causou um engrossamento na raiz € um
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maior crescimento desta. Observou-se também uma coloragdo de verde mais
intenso nos foliolos. Segundo Pasqual e Pinto, citados por Pasqual, Ribeiro e
Ramos (1990) o carvéo ativado ¢ utilizado pelo poder de absorver substincias
pode promover o crescimento de embrides.

O carvdo ativado pode interferir com os compostos polifendlicos
produzidos pelos explantes, modificando o indice entre polifendis conjugados e
polifendis livres influenciando o potencial organogénico do desenvolvimento
das gemas e das raizes, Druart et al., citado por Dumas e Monteuuis (1995).
Conforme Druart ¢ Wulf (1993) o carvio ativado também absorve 5-
hydroxymethylfurfural produzido pela autoclavagem da sacarose, impurezas do
agar, etileno produzido pela cultura, como também absorve componentes do
meio de cultura como as vitaminas, citocininas, auxinas e acido ascorbico.

Os propagulos de sucupira branca tiveram pior desempenho em meio de
agar lavado. Nas sementes escarificadas, a forte oxidacdo localizada ao redor das
sementes devem ter dificultado a germinagio. A lavagem do agar teve como
objetivo reduzir a provavel presenca de residuos toxicos e reduzir as
concentracbes de elementos quimicos muitas vezes em excesso nos agar
purificados conforme Hadrami et al., (1993).

4.1.4 Avaliacfo do crescimento de embrides em meio liquido e em diferentes
condigdes de gelificantes

O crescimento e desenvolvimento de embrides de sucupira branca “in
vitro”, em diferentes tipos de suporte, apresentou o meio liquido como o mais
eficiente entre os tipos experimentados.

Pelos resultados das anilises de variincia verificaram-se diferencas
significativas entre os tipos de suportes, avaliagdes e respectiva interagdo para



CR, P.A. e numero de folhas, e o indice de germinagio somente foi significativa
para avaliacGes, mostrando os efeitos dos tratamento no desenvolvimento das
plantulas (Tabela 11).

O crescimento da raiz foi maior no meio liquido, como mostra a (Figura
10) houve um crescimento linear ao longo do tempo. No meio liquido ja aos 5
dias de cultivo, os embrides de sucupira branca apresentavam uma média de
1,14cm de comprimento radicular em relagio a 0,48cm de raiz apresentado pelos
embrides cultivados em agar.

TABELA 11. Resumo da analise de variancia (quadrado médio e significancia)
para comprimento de raiz (C.R)), comprimento da parte aérea
(P.A), numero de folhas e indice de germinacdo, quando embrides
foram cultivados em diferentes meios e submetidos a trés
avaliagdes. Dados ndo transformados.

Causasvariagio GL. CR.(cm) P.A(cm) N-folhas Germinagdo

Tratamento 3 17,418%*  4.541%*  2124*%* 0,232Ns

Erro 1 24 1,395 0,176 0,092 0,093

Avaliaghes 2 23,731*%*% 5,965%*  8,103** (,228%*

Trat. x aval. 6 2,229%* . 1471%*  1363** 0,036

Erro 2 48 0,182 0,070 0,095 0,020
c.v.(1) (%) 81,04 74,53 85,42 40,60
c.v.(2)(%) 29,26 47,02 87,14 18,89
Média 1,46 0,563 0,35 0,75

m,*,** n3o significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

Os resuitados de sucupira branca cultivados em fitagel, agar lavado e em
agar aos 5 dias de cultivo tiveram um comprimento radicular bem aproximado,
0,34cm, 0,35cm e 0,48cm respectivamente. No entanto os embrides de sucupira
branca cultivados, acs 15 dias atingiram em meio liquido uma media de 4,43cm
de comprimento, ao passo que agar atingiu apenas 2,16cm, fitagel 1,42cm e agar
lavado 1,34cm de comprimento de raiz.

A altura da parte aérea dos embrides de sucupira branca cultivados “in
vitro” também mostraram a superioridade do meio liquido, como apresentam as

Figuras 11 e 12. Os resultados em meio liquido, aos 15 dias, obtiveram uma
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média de 2,26cm de altura, enquanto em agar, tiveram uma média de 0,90cm,
fitagel com 0,52cm e em 4gar lavado com 0,28cm de altura. Na altura da parte
aérea, observa-se também que os embrides em meio liquido obtiveram um maior
numero de folhas, (Figura 12).

A porcentagem de germinagiio ao longo dos quinze dias de cultivo “in
vitro”, o ocorreu de maneira geral nos diferentes meios, um aumento linear na
proporgio de embrides germinados j& que estatisticamente ndo houve diferencas
significativas para a interag3o tratamento e avaliagdo. Aos 5 dias de cultivo os
embriSes de sucupira branca tinham 66% de germinagio e aos 15 dias atingiram
84% de germinac3o.

Os embriGes de sucupira branca cultivados “in vitro”, de maneira geral,
obtiveram melhor resultados em meio liquido. A absor¢io dos nutrientes pelos
embribes no meio liquido deve ser mais ripida do que na presenca de
gelificantes. A utilizagio do meio liquido na cultura de tecidos apresenta
algumas vantagens como redugio de custos, a esterilizagdio do meio pode ser
feita por ultrafitragdo ndo sendo necessario a autoclavagem, facilita a
automatizacio e principalmente por intensificar a propagagio de gemas,
crescimento e embriogénese somética em virias espécies. A auséncia de agentes
gelificantes pode aumentar a disponibilidade de 4gua e dissolver substincias do
explante. Contudo o uso de meio liquido envolve problema de asfixia das
explantes como resultado de imersdo. Materiais inertes absorventes sio
utilizados para manter contato entre o0 meio e o explante como papel filtro,
celulose e outros, conforme Alvard, Corte e Teisson (1 993).
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FIGURA 10. Representagdo grafica e equagdo de regressio para comprimento
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o

de raizes em fungdo das épocas ns avaliagdes aos 5, 10e 15 dias a
partir do cultivo de embrides de sucupira branca em diferentes
meios. Sendo A: meio liquido, B: fitagel, C: agar ndo lavado e D:
agar lavado.
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FIGURA 11. Grifico e equagio de regressio para parte aérea em funcdo das

avaliagoes (A: 5, 10 e 15 dias) a partir do cultivo de embrides de
sucupira branca em diferentes meios. Sendo A: meio liquido, B:
fitagel, C: agar ndo lavado e D: agar lavado.

67



25 ¢
. C €A Y=125-040X+0.03X"2 R™2=100

2,0 f OB Y=+0.57-0.17X+0.011X*2 R"2~100
: AC Y=0.785-0.243X+0.017X"2 R™2=100
XD Y=0.214-0.06X+0.004X"2 R*2=100

Ls t

E :
g Wt
o o
Z 05 F
00 [ -
5 10 15
Avaliagdes (dias)

FIGURA 12. Grifico e equagio de regressio para o mimero de folhas de
embrides de sucupira branca cultivados em diferentes meios em
funcdo dos dias de avaliagdo. Sendo A: meio liquido, B: fitagel,
C: agar ndo lavado e D: agar lavado.

Neste experimento, observamos a supremacia do meio liquido, o que
também foi observado por Watad et al., (1995) com proliferacdo de gemas de
Aconitum napellus. O indice de propagagio por més foi de 4,2, que foi 45%
maior que o maximo valor atingido com &ga solidificado. Essa diferenca,
segundo Watad et al., (1995), provavelmente deve-se a restricdo de difusio das
moléculas grandes em meio agar e dos compostos inorganicos. O baixo
potencial hidrico existente no agar solidificado limitaria a absorg3o dos ions. Os
microelementos e fosfato poderiam ser absorvidos pelo agar e portanto ficariam
menos disponiveis nos explantes. A superficie de contato do explante no agar,
também restringiria as trocas gasosas.

Lameira et al.,, (1997) observaram que o meio liquido foi bem mais
eficiente, na multiplicagio “in vitro” de Cordia verbenacea L. conseguindo-se
uma média de 3 propagulos por explantes com 13mm.

Os meios solidos ou semi-solidos sdo tradicionalmente solidificados
com agar, um polissacarideos extraido de algas marinhas. O agar tem sido
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preferido para gelificagio de meios. Neste experimento, com cultivo de
embrides de sucupira branca utilizamos o agar, e o agar lavado, ambos na
concentragio de 0,7%. Romberger e Tabor (1971) fizeram um estudo detalhado
do comportamento e efeitos do agar utilizando meristemas de gema apical do
pinheiro Picea abies. Em termos de qualidade foram testadas 12 marcas de agar,
o que apresentou melhor resultado foi o agar Difco purificado. Para a
concentra¢do do agar, observaram um declinio no crescimento do explante, com
o aumento da concentragio do agar. O que foi explicado pela hipotética agdo
inibidora na qual o agar possui substincias que ndo sdo extraidas pelo processo
de purificagio, o melhor resultado foi o agar na concentragdo de 0,125%. O
mesmo foi relatado por Singha e Towsend (1985) notaram grande variagio nos
elementos quimicos que compdem trés marcas de agar, em seus experimentos
com magi (Malus baccata (L.) Borkh x M. pumila var. Niedzwetzkyana (Dieck)
Schneid) e péra (Pyrus communis L.) utilizando gemas apicais. Compararam
concentragdes de Aluminio, que ndo ¢ nutriente para a planta. Pelo contrario,
possui efeitos toxicos no desenvolvimento da planta. As variagdes de altos niveis
de elementos quimicos mostraram-se surpreendentes. Essas variagOes entre as
marcas de agar refletem no explante. Multibrotagdes na magd foram reduzidas
na presenga de Bacto-agar e TC agar quando houve aumento da concentracdo de
0,3% para 1,2%, a redugdo foi severa principalmente com Bacto-agar.

No cultivo “in vitro” de embrides de sucupira branca, os melhores

resultados foram obtidos em cultivo com meio liquido, (Figura 13).
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FIGURA 13: Desenvolvimento de embriGes de sucupira branca “in vitro” em
agar lavado (A), meio liquido (B) e fitagel (C) aos 12 dias.

Segundo Ghashghaie, Brenckmann e Saugier (1991) tiveram melhores
resultados utilizando agar do que meio liquido em micropropagagdo “in vitro”
de rosa (Rosa hybrida cv. Madame G. Delbrard). Em meio liquido, as gemas
tiveram um desenvolvimento anormal com caules compridos, retorcidos,
translucidos e folhas quebradigas. Por outro lado, aumentando a concentragdo de
agar acima de 5,5 g/L, ocorreu uma redugdo na alongacdo e multiplicagdo de
gemas. O nimero de gemas utilizaveis foi significativamente alto com agar em
concentragdes moderadas (7,5 g/L).

O agar lavado, utilizado no meio de cultura de embrides de sucupira
branca, teve como objetivo reduzir ou eliminar as impurezas remanescentes.

Com os resultados obtidos através das analises, observou-se que o agar lavado
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ndo teve melhor desempenho do que o agar que nio foi submetido a lavagem.
Marcas de agar e seus efeitos na formagdo e desenvolvimento de gema
provenientes de explantes juvenil e adulto de carvalho (Quercus robur L.) foram
comparadas por Pierik et al., (1997). Com os resultados dos experimentos,
notou-se que o material juvenil foi menos sensivel as marcas de agar quando
comparadas com material adulto. O agar BDP (purified from Becton and
Dickinson, US) foi o que apresentou relativamente a mais baixa concentragio de
elementos e n3o apresentou sintomas de necrose nas folhas e nem na gema
apical, com 80% de formagio de gemas no material adulto ¢ 88% de gemas no
material juvenil.

Analises quimica e fisica do agar foram realizadas por Scholten e Pierik
(1998) como gelificante em cultura de roseira (Rosa hybrida cv. Motrea;
Marcelis-Van Acker e Scholten, 1995) antes de realizar os experimentos
proporcionaram uma grande lavagem nos agar que seriam utilizados em todos os
experimentos. Suspensdo de agar, gel e agua da lavagem do agar foram
submetidos a analises. Os melhores resultados para agar foram o Daishin e 0 BD
purificado, contendo relativamente baixa concentragio de elementos. A alta
concentragio de elementos tragcos (Cu, Mn, Fe, Al, Cr, Cd, Ni) no agar Daishin
foi surpreendente. O agar MC 29 continha um alto nivel de Zn e Sn. No agar BD
purificado relativamente altas concentragdes de Mn, Fe e Al foram detectados.
Aparentemente, esses ions s3o mais dificeis de serem removidos durante a
purificagdo do agar, segundo Scholten e Pierik (1998). Baixas concentragSes de
Na e Cl sio bons paridmetros para a pureza do agar. Cloro foi quase
completamente removido do agar. Os elementos tragos do agar Daishin podem
se lavados com pequeno volume de agua. A dialise da suspensdo removeu 48%
do Al quando comparado com 85% no caso do gel, Scholten e Pierik (1998).

Pelas analises apresentadas no cultivo de embriGes “in vitro” de sucupira
branca, o fitagel utilizado na concentragdo de 2,2 g/L nio obteve bons resultados
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em relagdo as demais formas de suporte. No entanto, Li, Huang e Gbur (1998)
obtiveram bons resultados utilizando fitagel na concentracdo de 2 g/L na
embriogénese somatica de embries imaturos de pinheiro (Pinus taeda L.).

4.1.5 Avaliagio do crescimento de embrides em meio liquido ou com agar,
em ambiente escuro e de luz

Neste experimento, onde embrides de sucupira branca foram cultivados
in vitro em ambientes de luz ou de escuro, observamos que estes tiveram um
comportamento indiferente quanto a este fator para a germinagdo. Na analise de
varidncia, verificram-se diferencas significativas apenas para meio (P< 0,05) no
comprimento de raiz e épocas de avaliagio (P< 0,01) para comprimento de raiz e
numero de folhas formadas, Tabela 12. As interagdes entre luz e meio de cultura,
luz e épocas de avaliagdo nio afetaram o comprimento de raiz, parte aérea,
numero de folhas e indice de germinagso. Para raiz somente o meio influenciou
no comprimento da raiz, o fotoperiodo ndo afetou significativamente a parte
aérea independente dos diferentes meios, porém as avaliagSes em ambientes (luz
e escuro) influenciaram significativamente no comprimento da parte aérea, como
mostra a (Figura 14).
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TABELA 12. Resumo da analise de variancia (quadrado médio e significincia)
para CR (comprimento de raizes) PA (comprimento da parte aérea),
numero de folhas e indice de germinagio quando embrides foram

cultivados na presenga ou auséncia de luz (dados transformados).

C. variagdo Gl CR (m) PA(cm) NZ2Folhas Ind.
Germin.
Luz 1 0,266  0432** 0,077  0,003™
Meio 1 0,379**  0,001™ 0,044™  0,003™
Luz x Meio 1 0,001™  0,011™ 0,004™  0,013™
Errol 16 0,061 0,036 0,022 0,003
Semana 1 2,599**  2,049**+  (0,680**  0,000™°
Luz x semana 1 0,052 z: 0,371*;'= 0,077 zz o,oooi:
Meio x semana 1 0,096 0,043™ 0,044 0,000
Luz x meio x sem. 1 0,134° 3,4¥107° 4,49%10°™ 0,000™
Erro2 16 0,029 0,032 0,022%8 5.2%10%
cv.(1) (%) 16,25 15,29 13,19 4,11
cv.(2) (%) 11,20 14,28 13,19 1,65
Média 1,52 1,25 1,13 1,38
N ¥* n3o significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.
——Luz Y=10,754+0,04X R~"2=1,00
2 k ---M--- Escuro Y=0,383+0,091X R*2=1,00
, .-m
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FIGURA 14: Comprimento da parte-aérea de plintulas de sucupira branca, em
relacdo aos ambientes de luz e escuro.

Os embrides de sucupira branca, cultivados no escuro como os
cultivados em luz, tiveram desempenho germinativo muito semelhante (Tabela
13). No entanto, certa disparidade ocorreu com o desenvolvimento da parte

'
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aérea dos embrides cultivados no escuro, com sintomas de estiolamento, como
mostra a (Figura 14). As hastes apresentaram-se bem delgadas e os intemés bem
espacados. Semelhante resultado de germinagio foi observado por Cavalcante e
Perez (1996), com sementes escarificadas através de acido sulfirico em
Leucaena leucophala Lam. (De Wit). As sementes cultivadas em luz continua
atingiram 99,3% de germinagio, similarmente as sementes no escuro alcancaram
99,0%. Afirmaram que para classificagio segura das sementes quanto a sua
fotoblastia, sugeriu realizar germinagio em condigdes naturais, ou seja, em
sementes que n3o tivessem sido submetidas a escarificaggio.

TABELA 13: Porcentagem de germinacio de embrides de sucupira branca em
meio liquido e com agar, em ambiente escuro ou de Iuz em duas

épocas de avaliagio.
) 1° Avaliagdo 2° Avaliacdo
Meios
luz escuro luz escuro
Liquido 85 90 85 90
Agar 100 85 100 85

A importincia da luz na germinagio de sementes é conhecida ha muito
tempo; contudo as vérias espécies comportam-se das mais diversas formas, as
sementes de Impatiens wallerana Hook, s6 germinaram na presenga de luz ou
quando induzidas através da aplicagio exdgena de GA;, conforme Souza e
Pereira (1992). As sementes de calabyra (Muntingia calabura L.), de maneira
semelbante, nio germinaram no escuro a 25° C com ou sem solucdo de GA; . No
entanto em luz constante com ou sem GA; germinaram 67% e 44%
respectivamente, Laura, Alvarenga e Arrigoni (1994). As sementes de
quaresmeira (Tibouchina sellowiana Cogn) sio fotoblasticas positivas e
necessitam de pelo menos um fotoperiodo de 12 horas, concluiram Barbosa et
al., (1988). Em sementes de Vaccinium myrtillus L. (mirtilo) cultivadas no
escuro, a germinacdo ndo excedeu a 0,5%, com indugdo de luz por 4 dias a
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porcentagem de germinagdo atingiu o maximo de 90%, Giba, Grubisic e
Konjevic (1993).

4.1.6 Avaliagdo do crescimento de eixos embrionarios em meio liquido e em

meios sob diferentes condigdes de gelificantes

O cultivo de eixos embrionarios de sucupira branca em diferentes tipos
de suporte ndo apresentaram diferencas significativas, como mostra a analise de
variancia (Tabela 14). Diferengas significativas ocorreram apenas para épocas de
avaliagdo (P< 0,01) para comprimento de raiz, comprimento da parte aérea e
mimero de folhas. Observou-se, de maneira geral, um crescimento muito lento, o
que ja era esperado, visto que a retirada dos cotilédones, afetaria o suprimento
imediato das reservas nutritivas fazendo com que os eixos embrionarios,
retirassem esses nutrientes do meio de cultura. Como o meio de cultura utilizado
foi o MS, diluido em 50% dos macro e micronutrientes, talvez este fato tenha
contribuido para lentiddo do crescimento observado. A iltima avaliagio
realizada foi aos 14 dias, provavelmente com maior periodo de tempo, os eixos
embrionarios de sucupira branca, apresentassem diferencas emtre os meios
utilizados.

TABELA 14. Resumo da analise de varidncia (quadrado médio e significincia)
para CR (comprimento de raiz) PA (comprimento da parte aérea)
e numero de folhas quando eixos embrionarios foram cultivados
em diferentes meios (dados transformados).

C. variagdo Gl CR. (¢cm) P.A (cm) N-folhas
Meios 3 0.250™ 0.005™ 0.029™
Errol 12 0.241 0.024 0.012
Semana 1 2,063%+ 1.481*+ 1.761**
Meios x semana 3 0,039™ 0.006™ 0.020™
Erro2 12 0,023 0,009 0,012
CV.(D (%) 43.27 31.44 8.94
C.V.(2) (%) 1327 19.36 8.72
Média 113 0.49 1.23

,¥,** ndo significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.
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Estudo detalhado foi proporcionado por eixos embrionarios de ervilha
(Pisum sativum L. cv. Lincoln) em experimentos de Levi et al., (1992).
Observaram que a cultura de eixos embrionarios em meio liquido favoreceu ao
estudo de reativagio e multiplicagdo de células na germinagio, em detrimento
das sementes intactas. A reativagdo do ciclo celular foi claraniente antecipado
em relacdo a utiliazagio de sementes. A cultura de eixos embrionarios pode ser
usada para diversos tipos de pesquisas, na reativagio do ciclo celular e mais
precisamente, na antecipagdo da reativagio do embrido na germinagio.

Para a analise de germinagdo, observou-se que todos os eixos
embrionarios desenvolveram-se igualmente em todos os meios de cultura, pois
uma porcentagem de sobrevivéncia de 100%.

Os meios de cultura utilizados para cultivos de eixos embrionérios de
sucupira branca, nio foram suplementados com reguladores de crescimento,
diferentemente do cultivo de eixos embrionarios de feijio (Phaseolus vulgaris
L) e (Phaseolus acutifolius A. Gray) visando regeneragdo, realizado por
Mohamed, Read e Coyne (1992) que utilizaram meio basico de Gamborg, Miller
e Ojima (1968), com agar suplementado com BA. O objetivo deste estudo foi
desenvolver um protocolo para indugio de multiplicagio de gemas e
regeneragio das plantas através da cultura de tecidos de eixos embrionarios.

O meio basico de Joy e Folkes (1965), modificado e em meio liquido foi
novamente utilizado por Levi et al., (1993) em eixos embrionarios de ervilha
(Pisum sativum L.) para estudos do efeito do acido abscisico na germinacdo, no
entanto McKently (1995) utilizou agar no cultivo de eixos embrionarios de trés
variedades de amendoim (4rachis hypogaea L.). A finalidade deste estudo foi
avaliar a capacidade de regeneragdo via embriogénese somatica a partir de eixos
embrionarios maduros. Diferencas significativas foram observadas entre os
gendtipos.
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Neste experimento, os eixos embrionarios de sucupira branca foram
isolados de frutos recém colhidos, ou seja, com bom potencial germinativo.
Sendo a sucupira branca uma planta arbérea, a produgio de sementes ocorre
apenas uma vez por ano. Portanto, é importante um estudo relacionado a eixos
embriondrios “in vitro”, visto que o eixo embriondrio é a ultima estrutura da
semente a ser deteriorada. A deterioragdo ¢ um fator inerente a todas as
sementes, independente de qualquer tipo ou classificacdo. Blackman et al,,
(1996) conduziram experimentos com sementes deterioradas de miltho (Zea
mays L.) provenientes de banco de germoplasma. Eixos embrionarios ou
embrides foram isolados e cultivados em meio de cultura basico, que consistia
apenas de agar, antibidtico, sacarose e GA;. O método contribuiu para promover
a germinagdo de sementes de baixa viabilidade, resgatando genétipos
importantes do banco de germoplasma.

‘O cultivo de eixos embrionarios atualmente apresenta-se com grandes
perspectivas de futuro, visto que é amplamente utilizado em pesquisas visando
plantas transgénicas.

4.1.7 Avaliacio do crescimento de embrifes em tubos de ensaio fechados
com tampas plasticas ou com forminhas de papel aluminio tipo
brigadeiro

O crescimento e desenvolvimento das plantulas ou explantes “in vitro”
nio dependem somente da composi¢io dos nutrientes no meio, mas também
podem ser afetados pela composigio da atmosfera gasosa que os envolve.
Geralmente, na cultura de tecidos, o uso de tampas se voltam & contaminacdo e
dessecamento do meio de cultura, fazendo muitas vezes com que o acimulo de
etileno desencadeie uma variedade de efeitos.

Nos resultados das analises de varidncia para os embrides de sucupira
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branca, ndo verificam-se diferencas significativas entre tampas (P<0,01). Foram
observados diferencas significativas entre os dias de avaliagio (P<0,01) para
crescimento de raiz, parte aérea e niimero de folhas, como mostra a Tabela 15.

TABELA 15: Resumo da anilise de varidncia (quadrado médio e significincia)
' para comprimento de raiz (CR), nimero de folhas (N. Folhas),
comprimento da parte aérea (P.A.) e indice de germinagio (Ind.

Germinagdo), quando embrides de sucupira branca foram

cultivados em diferentes tipos de tampas meios e avaliados aos 7,

14, 21 e 28 dias de cultivo. Dados transformados para nimero de

folhas e parte aérea.
C.Variagdlo GL. CR(cm) P.A(m) N.Folhas Ind.
Germinagdo

Tampa 1 14,695 0,507 3,950 0,003
Residuol 6 4,176 0,054 1,360 0,001
Dias Aval. 3 65,569%* 2,078** 2] 644%*¢ 0,033
Tamp.xDizs 3 0,7665%*  0,067** 0471 0,001
Residuo 2 18 0,183 0,006 0,221 3,44
cv.(1) (%) 33,89 13,28 34,70 3,44
c.v.(2) (%) 7,09 4,56 13,98 3,44
Média 6,03 1,75 3,36 0,99

W * #+ nao significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

Nos diferentes tipos de tampas, observram-se também diferentes
comportamentos. Nos tubos de ensaio com tampas plasticas, estes apresentaram
condensac3o nas suas paredes, provavelmente pela auséncia de trocas gasosas e
pelo acimulo de gases.

Nas tampas plasticas, as plintulas de sucupira branca mostraram-se bem
reduzidas no que se refere ao tamanho das folhas (Figura 15). As diferencas
foram marcantes principalmente em termos qualitativos. Portanto, o nimero de
folhas ndo foi afetado quantitativamente.
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FIGURA 15: Desenvolvimento de embrides de sucupira branca em tubos de
ensaio com tampas plasticas ou de papel aluminio tipo brigadeiro
(30 dias).

As diferengas de tampas também ndo afetaram significativamente o

comprimento de raizes em relagdo ao tempo, como mostra a Figura 16.
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FIGURA 16. Grafico e equagio de regressdo para o comprimento de raizes
formadas em fungdo dos dias de avaliagio em embrides de
sucupira branca cultivada "in vitro" em tubos com tampa plastica
e de papel de aluminio. (T.P.: tampa de plastica; P.A.: papel
aluminio).

E bem conhecido o efeito inibitério do etileno sobre o crescimento das
plantulas e o desencadeamento da senescéncia.

McClelland e Smith (1990), em experimentos com segmentos nodais de
cinco espécies lenhosas: Amelanchier spicata (Lam.) C. Koch, Acer rubrum L.;
Forsythia x intermedia Zab.; Malus x domestica Borkh e Betula nigra L.
observaram que o uso em trés diferentes recipientes influenciaram o
comportamento das plantas. O peso fresco foi maior nos dois. maiores
recipientes, ou seja, no frasco de “baby food” e em recipientes de polipropileno
(tipo magenta) do que nos tubos de ensaio. Este fato deve-se a capacidade do
maior frasco precisar de maior tempo para que haja concentragdo de etileno,
enquanto os tubos de ensaio, de menor capacidade, logo ocorreu saturagdo dos
gases inibindo o desenvolvimento das plantas. McClelland e Smith (1990)
relataram que a area foliar em todas as espécies aumentaram conforme o

tamanho do recipiente, de maneira semelhante, como ocorreu nos embrides de
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sucupira branca inoculados nos tubos de ensaio, foi marcante a reduggo da area
foliar e da parte aérea conforme mostra a Figura 17.
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FIGURA 17: Grafico e equagdo de regressdo para o comprimento da parte aérea,
em func¢io dos dias de avaliagio em embrides de sucupira branca
cultivada "in vitro" em tubos com tampa plastica e de papel de
aluminio. (T .P.: tampa de plastica; P.A.: papel aliminio).

McClelland e Smith (1990) relataram que o tipo de selagem afetou o
desenvolvimento, recipientes selados com parafilm apresentaram-se com alta
condensac¢do, da mesma forma como foi descrita no experimento de segmentos
nodais de sucupira branca. As espécies experimentadas por eles, principalmente
em Acer e Forsythia mostraram-se flacidos e vitrificados. Estes sintomas devem
ser consequencias da alta umidade retida nos recipientes, como também da
mibigdo de trocas gasosas.

Algumas plantulas de sucupira branca desenvolvidas em tubos de ensaio
fechados com tampas plasticas apresentaram hipertrofia das lenticelas em seu
caule e em alguns foliolos, quando o cultivo ja se encontrava com
aproximadamente um més. De maneira semelhante Jackson et al., (1991) em

experimentos com Ficus lyrata Warb., Gerbera jamesonii Bolus e Solanum
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tuberosum L. cv. Red Craig’s Royal, observaram que as plintulas de batata
foram bastante sensiveis. Com recipientes bem fechados, na superficie dos
microtubérculos apareceram as lenticelas provenientes das aberturas provocadas
pela erupgdo das células. A hipertrofia das lenticelas deve ser a maior resposta
fisiologica a sensibilidade do etileno, segundo os autores. Em ficus o tamanho
das folhas foram grandemente reduzidos, este liberou mais etileno do que
Gerbera.

A emissdo de gas etileno no recipiente do meio de cultura pode ser de
origem biética ou abiética. Isso significa que pode haver produgdo de etileno
conforme o tipo de tampa utilizada, foi 0 que ocorreu com rolhas de borracha
feitas a base de butadieno. Em relagfio aos meios de cultura, observou-se que o
agar ¢ fonte de emissdo de etileno, quanto maior a concentragdo de agar maior a
concentragdo de etileno. O gélrite libera menos etileno do que o agar. Em meio
liquido praticamente ndo ocorre liberagio do gas (Mensuali-Sodi, Panizza e
Tognoni 1992).

O crescimento da raiz ndo foi afetado, pois ndo houve diferenca
significativa na analise de varidncia e nem visualmente ocorreram quaisquer
modificages. No entanto Marino e Ventura (1997) nos resultados de seus
experimentos confirmaram maior importincia ao acimulo do etileno para
promover enraizamento de segmentos nodais de hibrido de péssego.

A tampa de forminha de papel aluminio tipo brigadeiro foi o melhor tipo
de tampa no cultivo de arbéreas da Mata Atlantica como Miconia sp. (Jacatirio),
Dalbergia nigra (jacaranda), Plathymenia Joliolosa (vinhitico), Cordia
trichotoma (lourc) e Raphanea ferruginea (capororoca) em relagdo as tampas
plasticas, que provocaram inibig3o no desenvolvimento e redugdo da area foliar,
Teixeira, Lemos e Coelho (1995). A tampa de papel aluminio tipo brigadeiro,
provavelmente favorece as trocas gasosas. Ao contrario que foi observado por
Carvalho et al (1995), estes utilizando tampa de papel aluminio, tipo comum,
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comercialmente vendido em rolo, em experimento comparativo com tampa
plastica relataram que a tampa plastica foi melhor do que a tampa de papel
aluminio. Os segmentos caulinares de Jpomea batatas (L.) Poir, apresentaram
mator peso fresco e maior peso seco da parte aérea, quando utilizou-se tampa
plastica tanto nos frascos quanto nos tubos de ensaio.

4.2 Estabelecimento “in vitro” de segmentos nodais de sucupira branca

4.2.1 Estabelecimento “in vitro” de segmentos nodais de sucupira branca
em meios basicos de MS (Murashige e Skoog, (1962) e WPM (Lloyd e
McCown, 1981)

Neste experimento, comparou-se ¢ comportamento dos segmentos
nodais de sucupira branca em dois diferentes meios basicos, MS ¢ WPM.

Os resultados da analise de varidncia apresentam diferencas
significativas do meio (P<0,01) para nimero de gemas formadas, para o indice
de crescimento nodal. O numero e altura de haste ndo foram afetados pelos
meios. O tempo de avaliagdo foi significativo para o crescimento nodal. A
interagdo avaliagio x meio basico foi significativo (P<0,01) para namero de

gemas e para crescimentos nodal, como mostra a Tabela 16.
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TABELA 16: Resumo da anilise de variincia para segmentos nodais de
sucupira branca, para os pardmetros nimero de gemas,
crescimento nodal, nimero de hastes e altura da haste, quando
cultivados em meios basicos MS e WPM.

C variagio GL N°G Cresc. Nodal  N°Haste  Alt. Haste

Meiobasico 1  2,224%% (224 ** 0,298~  0,074™
Residuo 1 10 0,160 0,017 0,030 0,011
Avaliagbes 2 0,022  0,000%* 0,003™ 0,8*10"8
MBxA. 2 0,081*% (,007+* 0,002~ 0,003™
Residuo 2 20 0,015 0,002 0,003 0,0013
c.v.(1) (%) 22,37 10,11 12,94 8,99
cv.(2) (%) 6,98 3,12 4,60 3,11
Média 1,79 1,29 1,35 1,185

NS % **+ nio significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

Na Tabela 17, encontra-se a diferenca de comportamento dos segmentos
nodais de sucupira branca. Os segmentos nodais de sucupira branca
apresentaram maior desenvolvimento em meio basico WPM. As Tabelas de
interagdo (18 e 19) confirmam a superioridade do meio basico WPM. Os
segmentos nodais de sucupira branca em meio basico MS apresentaram alto
indice de mortalidade. Para o meio basico WPM, observou-se apenas uma leve
oxidagdo na base do explante, embora tenha ocorrido bom desenvolvimento das
hastes nio houve enraizamento e nem presenga de calos nos segmentos nodais
de sucupira branca.

TABELA 17: Valores médio de mimero de gemas (NG), indice de crescimento
nodal, nimero de hastes e altura da haste em funcdo de dois

meios basicos.
Meios basicos Pardmetros
N° G Indice Nodal  N° Haste Alura de Haste (cm)
WPM 2,04 a 1,38a 1,44 a 1,22a
MS 1,54b 122b 1,26 b 1,13b

Média seguida pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste F (1%)
No meio basico MS ndo ocorreu o fenémeno da hiperhidratacgo, ja no



meio basico WPM a ocorréncia foi de apenas 2,7%.

Em cultura de tecidos, mais especificamente em plantas lenhosas, ja
foram utilizados mais de 60 tipos diferentes de meios basicos de cultura. Isto é
devido a grande diversidade de espécies arboreas e seus mais diversos
comportamentos e balanceamentos nutricionais. '

TABELA 18: Médias do nimero de gemas na interagio meios x avaliagdes

Meios basicos Avaliagbes (dias)

30 60 90
WPM 1,908 a 2,060 a 2,146 a
MS 1,567 b 1,570 b 1,483 b

Média seguida pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste F (1%)

O meio basico de cultura mais utilizado é o meio “MS” (Murashige e
Skoog (1962), Bonga citado por Rao e Lee (1986). No entanto, em 1981,
McCown e Lloyd mostraram que tecidos de espécies lenhosas se desenvolviam
melhor em meio de cultura com baixa concentragio de sais. Como o meio basico
MS possui as mais altas concentragdes de sais em relagdo as outras formulagdes,
acharam melhor reduzi-los pela metade, Rao e Lee (1986).

TABELA 19: Indice de crescimento nodal para a interagdo meios x avaliagdes.

Meios basicos Avaliacoes

30 60 90
WPM 0,887a 0,943a 0,86a
MS 0,633b 0,470b 0,39

Média seguida pela mesma letra na coluna n3o diferem entre si pelo teste F (1%)

Os segmentos nodais de sucupira branca em meio MS tiveram alta
porcentagem de mortalidade, como mostra a Figura 18, muito provavelmente
porque o MS possui altas concentragdes de sais. Houve um aumetno médio de
0,12% na porcentagem de germinagio para cada um dia na avaliagio. Conforme
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McCown e Sellmer (1982), a baixa concentragio de sais no meio de cultura
Jamais é prejudicial por ndo ser o meio de cultura étimo para o desenvolvimento
do explante, como pode ser letal o uso de meio de cultura com altas
concentragdes de sais.
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FIGURA 18: Indice de mortalidade nodal de sucupira branca em relagio as
avaliagGes mensais.

O MS ¢ o WPM diferem principalmente em concentracdes de
macroelementos. Suspeita-se portanto, que para as espécies onde WPM nio
resulte em bom desenvolvimento, o meio de cultura deva ser suplementado com
NHiNO; na quantidade encontrada no meio basico MS. As espécies lenhosas
também s3o muito sensiveis a NaCl, segundo McCown e Sellmer (1982).

Linington (1991) em experimentos com cultivo de embrides de
Dipterocarpus alatus e D. intricatus, comparando os dois meios basicos de
cultura, observaram que o meio WPM foi significativamente melhor para
comprimento de raiz e nimero de folhas. Em ensaios utilizando apenas meio
basico WPM, observou-se que o problema de oxidagdo fenélica foi controlado
cultivando os embriGes primeiramente em ponte de papel de filtro por 3 dias, em
meio liquido, com carvdo ativado e em seguida foram transferidos para meio
com agar.
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No entanto, Normah, Nor-Azza e Aliudin (1995), em experimentos com
mangostdo (Garcinia mangostana L.), observaram que para proliferacio de
gemas através de segmentos de semente, que o meio MS apresentou maior
proliferagdo do que o meio WPM. Ambos os meios basicos foram
suplementados com reguladores de crescimento nas mesmas préporgdes, no MS
o numero de gemas atingiram 16,8 por segmento de semente. O baixo niimero
de gemas deve-se provavelmente a baixa concentragio de nitrogénio no WPM.
Contudo no enraizamento, o meio basico WPM apresentou-se mais eficiente. A
suplementacdo com carvdo ativado reduziu a proliferagio de gemas neste
estudo. Provavelmente porque o carvio ativado adsorve reguladores de
crescimento.

Para Berger e Schaffner (1995), que tinham como objetivo a mdugio de
gemas através do primeiro nd, onde contém duas gemas axilares de Swartzia
madagascariensis, leguminosa arborea, relataram que obtiveram 35 gemas por
explante no meio WPM, 36 no meio MS e apenas 15 gemas no meio B5. Todos
os meios foram suplementados com 2,2uM de BAP.

Neste experimento os segmentos nodais de sucupira branca eram
provenientes de plantulas cultivadas “in vitro” e na ocasidio tinham apenas 3
méses e 13 dias, portanto explantes juvenis. No entanto, Quraishi e Mishra
(1998), obtiveram maior proliferacio de gemas em Cleistanthus collinus através
de segmento nodal proveniente de plantas adultas em meio MS, que foi methor
do que os meios basicos B5 e WPM. Relataram ainda, que o maiores
comprimentos de gemas foram atingidos com MS suplementado com 0,44puM de
BAP.

Cerqueira Conde (1991), também em experimentos com segmentos
nodais de sucupira branca em meio BS (Gamborg, Miller e Ojima, 1968) e em
meio basico MS, observou que o meio BS proporcionou um nimero maior de
folhas por explante (3,3) e maior altura (1,6cm), como também maior
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sobrevivéncia 70%, em relagio ao meio MS, em que a sobrevivéncia, foi de
apenas 40%. Portanto, mais uma vez foi constatado que o meio MS causa alto
indice de mortalidade, como apresenta a Figura 18.

4.2.2 Estabelecimento de segmentos nodais de sucupira branca em metade

da forga dos sais do MS suplementado com gua de cdco

A 4gua de cco que é um dos aditivos na denominada “misturas
complexas” ¢ das mais utilizadas na cultura de tecidos. A agua de cico é
composta por aminoacidos, vitaminas, agiicares e principalmente por citocininas.
Estimula o crescimento de calos, aumenta a formacio de embrides somiticos e
induz o desenvolvimento de embrides imaturos (Caldas, Haridasan e Ferreira,
1998). Com todas estas caracteristicas, a agua de cdco foi utilizada em
segmentos nodais de sucupira branca e observado seu comportamento.

Pelos resultados da amilise de varidncia (Tabela 20) ndo houve
diferencas significativas entre os quatro tratamentos utilizados, ou seja, agua de
coco nas concentragdes de 0, 5, 10, e 20%. Nio houve diferengas também para
numero de gemas, numero de hastes e comprimento de haste, para os segmentos
nodais de sucupira branca inoculados. Diferencas significativas para avaliacdo
(P<0,01) em relagio aos trés pardmetros observados ao longo dos trés meses e
para a interacdo avaliagdio x concentragdo de 4gua de céco.
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TABELA 20: Resumo da analise de variancia (quadrado médio e significincia)
para numero de gemas (N°gemas), nimero de haste (N°haste) e
comprimento da haste, quando segmentos nodais foram cultivados
em meio MS (1/2 sais) com diferente concentrages de agua de

COCO.

C.variacdo G.l N° gemas N° haste Compr. haste (cm)
Agua cdco 3 7,807 0,125™ 0,252

Errol 24 7,530 0,208 0,194

Avaliagdo 2 68,751 1,208%* 0,518%+

Aval. xAgna 6 2,820%+ 0,077"% 0,055 ™

Erro2 48 0,842 0,043 0,029

Cv (1) (%) 55,81 39,48 61,29

Cv (2) (%) 18,66 17,96 23,87

Média 4917 1,155 0,718

m,*,**.néo significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

A agua de coco ndo apresentou incrementos no desenvolvimento dos
segmentos nodais de sucupira branca, em nenhum aspecto. No entanto Al-
Khayri et al., (1992) observaram que a adigio de 15% de agua de coco no meio
de cultura melhorou o crescimento de calos, a capacidade regenerativa de gemas
e crescimento de gemas em discos foliares em espinafre (Spinacia oleracea L.).
A suplementagdo de agua de cco no meio de cultura fez com que ocorresse
regeneragdo de gemas com 4 a 5 semanas comparadas com a 8 a 12 semanas em
meio de cultura sem agua de coco.

A agua de coco também foi utilizada por Camara, Oliveira e Dias Jimior
(1997) em germinagdo “in vitro” de sementes de pau branco Auxemma
oncocalyx Taub. As concentragdo utilizadas foram 0, 25, 50, 75 e 100% no meio
de cultura MS a 25%. Aos 21 dias, observou-se que a porcentagem de sementes
germinadas ndo foi influenciada pelo tipo de meio de cultura utilizado. Pelo
contrario, houve uma inibigio da abertura dos cotilédones na presenca de agua

de coco.
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4.2.3 Induciio de multibrotacdes em meio sélido

Pela anilise de varidincia, observa-se que houve diferencas significativas
para as concentragdes de BAP e de ANA (p<00,1) nos segmentos nodais de
sucupira branca para formacio de aglomerados e de brotos. A iteracio de BAP
x ANA foi significativa (P<0,05) somente para nimero de aglomerados, nos
dados transformados da Tabela 21.

TABELA 21: Resumo da anilise de varidncia (quadrado médio e significancia)
para o nimero de aglomerado e nimero de brotos para segmentos
nodais de sucupira branca cultivados em meio MS 50% da forca
dos sais em 4 concentragdes combinadas de ANA e BAP.

F.V. GL. Dados transformados

N° de Aglomerados N° de Brotos
ANA 3 1,4939** 3,993]1*#
BAP 3 1,1881** 4,4042%+
ANA*BAP 9 0,0832% 0,2767
Residuo 48 0,0403 0,1692
Meédia 1,23 1,74
C.V.(%) 16,32 27,58

N{*,** ndo significativo e significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo testeF,
respectivamente.

Observando a interagdo de BAP x ANA para a formacgio de
aglomerados de brotos em segmentos nodais de sucupira branca (Tabela 22),
verificam-se que maiores médias de aglomerados ocorreram nas concentragGes
de 5,0uM com 3,20 aglomerados por segmento nodal seguido da concentragdo
de2,5uM de BAP com 2,65 aglomerados por segmentos nodal, ambas as
concentra¢des com 0,0 de ANA.

A média de nimero de brotos também foi maximizada quando utilizou-
se BAP na concentracio de 5,0uM e 0,0 de ANA com 7,65 brotos. Em seguida
com 7,25 brotos com a concentragdo de 2,5uM e 0,0 de ANA como mostra a
Tabela 23.



TABELA 22: Valores médios de nimeros de aglomerados em funcio das

concentragdes de ANA e BAP.
BAP ANA uM Média
uM 0 1 3 5
0 0,60b A 020b A 0,10b A 0,05b A 024c
2.5 2,65a A 1,70a A 0,50ab B 0,20ab B 1,26b
5 3,20a A 1,7a B 1,15a B 0,90a B 1,80a
10 255a A 1,50a AB 1,05a B 060ab B 143ab
Media 230A 1,29 B 0,70C 0,44 C

Médias com letras iguais miniscula nas colunas e minisculas nas linhas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)

TABELA 23: Valores médios de numeros de brotos em fungdo das

concentragdes de ANA e BAP.
BAP ANA uM Média
uM 0 1 3 5
0 1,55b A 045bA 030b A 0,10b A 0,60Db
25 725a A 460a A 140abB 08l1ab B 3,52a
5 765a A 5,35a AB 3,75a BC 230a C 4,76a
10 490a A 435a AB 325a AB 1,60ab B 3,53a
Média 534 A 3,69 B 2,18C 1,20C

Meédias com letras iguais mimiscula nas colunas e minusculas nas linhas, nio
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)

A Figura 19 apresenta o numero médio de aglomerados e o nimero
médio de brotos nas concentragées de BAP para 0,0; 2,5; 5,0 ¢ 10uM para a
concentragdo de 0,0 de ANA. A concentragdo de 5,0uM de BAP apresentou-se
melhor quantitativamente e qualitativamente em relagdo as brotagdes surgidas
(Figura 20).
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FIGURA 19: Numero médio de aglomerados e de brotos formados a partir do
cultivo de segmentos nodais de sucupira branca em meio MS 50%
da forga dos sais nas concentragdes de 0,0; 2,5; 5,0 e 10uM de
BAP.
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FIGURA 20: Brotagdes em segmento nodal de sucupira branca inoculado em
meio com 5,0uM de BAP (20 dias).

A presenga de ANA causou muita formagdo de calos. A intensidade de
calos foi diretamente proporcional A concentragdo de ANA. Observou-se, na
Tabela 24, que nas concentragdes de 3,0 e de 5,0pM de ANA ocorreram maior
presenca de segmentos nodais com 100% da sua area coberta por calos.
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TABELA 24: Quantificagdo da porcentagem de calos por segmento nodal nos
tratamentos de BAP x ANA (dados originais).

BAP(uUM) ANA (uM)
0 1 3 5
0 5* A12* E |8 I[1* M
1*#* 10**
JxEk 8***
] ***
2,5 8* B |6 F|2* T [1** N
12** 5** 9***
S¥*%k lo****
JEEE¥
5.0 10+ C |6 G |1 K [2f 0
Tx* TEE* 2¥%
4*** 12**** TEE*
7****
100 - [11* D [1* H[1* L |2* P
6** S*** J**
11*** 11**** 10%**
JE*k%*¥

A a P: representam os 16 tratamentos das combinac¢Ses de BAP x ANA
Numeragdo quantificando segmentos nodais com calos

* 0 a 25% da area do segmento nodal com calo

** 25 a 50% da area do segmento nodal com calo

*** 50 a 75% da area do segmento nodal com calo

**%* 75 a 100% da area do segmento nodal com calo

A formacdo de calos deve-se a um desbalanceamento nos niveis de
reguladores de crescimento exdgenos aplicados com os niveis de horménios
contidos nos explantes. Nos segmentos nodais de sucupira branca, as mais altas
concentragies de ANA provocaram certa inibicdio no surgimento de
aglomerados e brotos, conforme apresenta a Figura 21.
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FIGURA 21: Equagdo de regressio para o nimero de aglomerados e de brotos
formados a partir do cultivo de segmentos nodais de sucupira
branca em meio MS 50% da forga dos sais nas concentragdes de
0,1,3e5 uM de ANA.

Os melhores resultados de multiplicagiio de brotos em segmentos nodais
de sucupira branca foram aqueles onde tinham apenas concentragdes de BAP. O
mesmo foi observado por Barbosa et al., (1990) com macieira ‘Gala’ (Malus
spp.), das concentrages experimentadas de 6,0uM de BAP a 12,0uM de BAP, o
numero de brotos visiveis apos 60 dias de cultivo variou na faixa de 8,9 e 16,1
brotagoes por explante. A concentragdo ideal de BAP na cultivar ‘Gala’ foi de
10uM a qual proporcionou a quantidade expressiva de 16,1 brotos por explante
inoculado.

Diferentes concentragdes de BAP também foram utilizadas por Pasqual
¢ Barros (1991) para proliferagio de brotacdio em segmentos nodais de café
(Coffea arabica L.). Descreveram que a multiplicacio de gemas foi mais
estimulada por uso de BAP na concentragio de 3.000ug/L e que o uso de ANA
na concentragdo de 200ug/L foi prejudicial a proliferacdo de brotos. Para a
arborea do cerrado Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatimio),
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Pasqual e Barros (1992) relataram que o methor resultado para a proliferacio de
gemas de segmentos nodais foi na concentragio de 4,0mg/L de BAP na auséncia
de ANA.

Pinto et al.,, (1994), em segmentos nodais e apicais de Kielmeyera
coriacea Martius, arbérea, medicinal do cerrado, observaram que a maior taxa
de multiplicacdo foi obtida com as concentragdes de 0,5mg/L e 1,0mg/L de BAP
no explante nodal e 0,5mg/L de BAP obteve-se 7,3 brotos por segmento nodal.

BrotagOes em segmentos nodais de abacateiro foram obtidos por Biasi,
Koller e Kampf (1994) com aplicagio de 3mg/L de BAP.

A espécie da planta submetida 4 multiplicagio é fator importante para a
concentracdo e tipo de regulador a ser utilizado.

A multiplicacfio de gemas em segmentos nodais de Eucalyptus grandis
Hill ex Maiden por Carvalho (1988) foi obtida com BAP a 0,5 e 1,0mg/L na
auséncia e nas concentragdes de 0,1 e 0,2 mg/L de ANA.

A Hancornia speciosa Gomez (mangaba) foi propagada através de
multibrotacdo por Pereira-Netto (1996) utilizando-se meio MS suplementado
com 4uM de BA e 2,5uM de IBA em segmentos nodais de lcm de
comprimento.

O BAP ¢ provavelmente a citocinina mais empregada para a indugdo e
elongacio de gemas em arboreas, especialmente nas espécies tropicais, Detrez
citado por Pereira-Netto (1996).

Os resultados obtidos em sucupira branca estio de acordo com as
observagdes de George (1993 — 1996b) de que em algumas plantas a formacdo
direta de gemas ¢ induzida somente pela citocinina, e ha inibi¢do com adicdo de
auxina.

Os segmentos nodais de sucupira branca foram inoculados em posi¢io
horizontal no meio de cultura, da mesma forma que McClelland e Smith (1990)
fizeram com explantes de cinco espécie arboreas e observaram que na posicdo
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horizontal os explantes produziram mais gemas, maximizaram a formagdo de
brotos por explante.

Vieitez et al., (1993), objetivando proliferagdo de gemas em explantes
de origem adulto e de origem juvenil de carvalho (Quercus rubra L.), relataram
que a colocagdo em posi¢do horizontal proporcionou significante aumento de
gemas por explantes, em todos os trés clones utilizados, e proporcionou gemas
de maiores comprimentos. Similarmente, Perez-Parron, Gonzalez-Benito e Perez
(1994) observaram que multibrotacdes em freixo (Fraxinus angustifolia Vahl de
explantes adultos e juvenis tiveram altas taxas de multiplicagdo, principalmente
no material adulto quando os segmentos nodais foram colocados
horizontalmente.

Vieitez et al., (1994), em experimentos com Quercus robur L., arborea
com 70 a 300 anos de idade obtiveram proliferacio de gemas através de
inoculagdo de gemas apicais e segmentos nodais em meio GD (Gresshoff e Doy,
1972) suplementado com 0,89uM de BAP. Os explantes primeiramente foram
colocados em posi¢do vertical, nas subculturas seguintes, observaram que
estavam reduzindo o numero de brotos por cultivo, quando cultivaram os
explantes em posi¢do horizontal, ocorreu um aumento expressivo de brotagoes.

A inoculacdo dos segmentos nodais de sucupira branca em posigio
horizontal, muito provavelmente favoreceu a absorgio dos reguladores de
crescimento em todas a extensio do propagulo. Na posi¢do horizontal houve
reducio de transporte de auxina fazendo com que ocorresse quebra da
dominéncia apical.

A posigio horizontal nos segmentos nodais remove a dominancia apical,
promove um crescimento sincronizado das gemas axilares, induz mais
rapidamente a formagdo de brotos e proporciona a um maior numero de gemas
do que na posicdo vertical conforme George (1993c).

Os brotos provenientes dos aglomerados dos segmentos ncdais de
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sucupira branca foram isolados aos 20 dias em meio MS metade da concentragdo
dos sais e suplementado com 5,0uM de BAP, apés um més obteve-se uma média

de 5,4 brotos por cada broto inoculado (Figura 22).

B~ N

FIGURA 22: Multiplicagdo de brotos em meio com 5,0uM de BAP a apartir do
cultivo de broto isolado (30 dias).

98



PRVER'S

PN e

‘BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA‘

5 CONCLUSOES

- O cultivo do embrides apresenta plantulas “in vitro”com maior
homogeneidade;

- O meio liquido favorece a rapidez de desenvolvimento dos embrides “in vitro”,

- Melhor suporte para germinagio é: meio liquido, o agar, o fitagel e agar lavado
respectivamente;

- A presenga de luz é importante para evitar estiolamento;

- A tampa de papel aluminio tipo forminha de brigadeiro proporciona melhor
desenvolvimento nas plantulas do que as tampas plasticas;

- o melhor meio basico para estabelecimento de de segmento nodais de sucupira
branca foi 0 meio WPM;

- a concentracdo de 5,0 uM de BAP em segmentos nodais de sucupira branca
proporcionou maior quantidade de aglomerados (mmltibrotagdes) em média
de 3,2 aglomerados por segmento nodal;

- a concentragio de 5,0 uM de BAP em segmentos nodais de sucupira branca
proporcionou maior quantidade de brotos, média de 7,65 brotos por segmento
nodal;

- a presenga de calos nos segmentos nodais de sucupira branca foi diretamente
proporcional a concentragdo de ANA, as maiores percentagens de calos
apareceram nas concentragdes de 3,0 e 5,0 uM;

- ndo é recomendada a utilizagio de ANA para fins de obtengio de muitibrotacio

em segmentos nodais de sucupira branca;
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