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LISTA DE ABREVIATURAS

V/V: Volume por Volume

P/V: Peso por Volume

p mol. s, m%: Quantum

AIB: Acido indol butirico

ANA: Acido naftaleno acético

AIA: Acido indol acético

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético
BAP = BA: 6- Benzilaminopurina = 6-Benzilamina
GA;: Acido giberélico

CA: Carvdo Ativado

p mol/L: micromol por litro

WPM: Meio basico Wood Plant Medium
MS: Meio basico de Murashige e Skoog



RESUMO

GOMES, Guilherme Augusto Canella. Propagagio in vitro de moreira
(Maclura tinctoria). Lavras, UFLA, 1999. 92 P. (Tese de Mestrado em

Agronomia)

Algumas espécies nativas produzem sementes com baixo poder
germinativo e, na maioria dos casos dormentes, o que dificulta o aparecimento
de novos individuos via propagagdo sexuada. A moreira estd sendo considerada
uma espécie em extingio devido principalmente a grande utilizagio da sua
madeira e ao baixo poder germinativo das sementes. O presente estudo teve por
objetivo estabelecer uma metodologia de propagagdo in vitro de moreira. Os
resultados indicaram que a maxima germinagdo in vitro de sementes pode ser
obtida utilizando-se concentragdes de sacarose entre 1,0 e 1,5 g/L. As plantas
cujas sementes foram germinadas in vitro reduziram em 100 dias (50%) o tempo
para a formagdo das mudas. A produgdo expressiva de calos fridveis a partir de
segmentos nodais jovens foi obtida utilizando-se 2,0 mg/L de ANA + 1,0 mg/L
de BAP. Enquanto a produgdo maxima de brotagdes a partir de calos friaveis foi
obtida através da utilizagiio de 0,75 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de
BAP, boa produgio de brotagdes a partir de segmentos nodais, foi obtida
utilizando-se 1,0 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de BAP. Foi observado
crescimento das brotagdes através da utilizagio de 2,0 mg/L de GA;. Para se
obter o enraizamento de; brotagdes recomenda-se o uso de meio WPM, pH
ajustado para 7,0 , acrescido de 4,8 mg/L de AIB e 4,7 g/L de Carvao Ativado.
A metodologia proposta para o processo de aclimatagio mostrou-se eficiente,

pois o uso de sombrite 70% por sete dias, transferindo em seguida para local
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com sombrite 50% e 30% também por sete dias proporcionou uma taxa de
sobrevida de plantulas de 97%.

Onentador; Renato Paiva-UFLA.

ABSTRACT

GOMES, Guilherme Augusto Canella. In vitro propagation of moreira
(Maclura tinctoria). Lavras, UFLA, 1999. 106 P.

Some native species produce seeds with low germinative percentage and
in most cases with dormancy which make it difficult the appearence of new
individuasl through sexual propagation. The Maclura tinctoria has been
considered an endegered species due to the use of its wood and presence of low
seed germination. The objective of the present study was to establish an in vitro
propagation methodology for this species. The results indicated that higher in
vitro seed germination might be obtained using sucrose concentrations between
1.0 and 1.5 g/L. Plantlets obtained from seeds germinated in vitro reduced in
100 days (50%) the period for its formation. Expressive friable callus formation
from nodal segments was obtained using 2.0 mg/L NAA + 1.0 mg/L BAP.
While maximum shoot production from friable callus was obtained using 0.75
mg/L NAA + 1.0 mg/L BAP, reasonable shoot formation was obtained when 1.0
mg/L NAA + 1.0 mg/L BAP were used. Shoot growth was also observed using
2.0 mg/L GA;. For root formation, the use of WPM medium with pH adjusted to
7.0 supplemented with 4.8 mg/L IBA and 4.7 mg/L activated charcoal is
suggested. The proposed methodology for the acclimatization process was

iii



efficient. The use of 70% light screen for 7 days followed by the use of 50 and
30% light screen also for 7 days each provided 97% plantlet survival.
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CAPITULO I. INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO

A tecnologia de produgdio vegetal nem sempre leva em consideragdo o
melhor manejo dos recursos naturais, e em resultado, pode promover a
degradaciio do ambiente. Assim, com o passar dos tempos, o homem vem
procurando encontrar um ponto de equilibrio entre o uso racional dos recursos
naturais e os sistemas de produgdo vegetal.

Infelizmente, a falta de educagio ambiental contribuin para que as
fronteiras agricolas avangassem sobre areas de preservacio do cerrado brasileiro.

Em relagdo ao impacto ambiental, o uso irracional dos recursos naturais,
pode promover a degradagdo de matas ciliares, contribuindo efetivamente para o
assoreamento, erosio das margens, além é claro da extingdo de algumas espécies
da ictiofauna e flora desse ecossistema. Neste contexto, a revegetacdo de areas de
deplegio utilizando-se espécies nativas exerce um papel fundamental na
conservacgdo desses ecossistemas.

No entanto, algumas espécies nativas do cerrado produzem sementes com
baixo poder germinativo e, na maioria dos casos dormentes, o que dificulta a
propagagio das mesmas via sexuada.

Durante a leitura desta obra, o leitor podera verificar de maneira simples
e pratica, como a técnica ou a “arte” da cultura de tecidos pode se tornar muito
util para a preservagdo ambiental.

Visando a produgdo de mudas em larga escala, o presente trabalho tem
por objetivo estabelecer algumas alternativas de propagagdo para suprir as

necessidades continuas de mudas de moreira (Maclura tinctoria), uma espécie



nativa altamente adaptada a areas de deplegio mas que apresenta dificuldades de
propagacao através de sementes.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

A espécie Maclura tinctoria (L.) Gaudichaud (Figura 1) pertence a
familia Moraceae, pode ser encontrada do México até o sul do Brasil.

Esta espécie lenhosa, também conhecida como Amoreira (MG, BA, SP),
Taiava (RS), Tajuba (DF, MS), Tatajuba (MA, CE), Pau de Cores (CE) pode
atingir até 20 m de altura. Possui como caracteristicas principais tronco irregular,
folhas altemas e simples com as bordas serrilhadas, flores unissexuais, fruto
composto e comestivel, de forma irregular, geralmente arredondado ou globoso
(Carvalho, 1994).
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FIGURA 1. Aspecto visual de uma
adulta; B) Folhas; C) Frutos; D) Sementes; E) Casca; F) Madeira.
Fonte: Carvalho, 1994. UFLA, Lavras-MG, 1999.

moreira (Maclura tinctoria). A) Arvore

Segundo Berg (1986), a moreira também é conhecida por "Pau de
Cores", pois outrora fora procurado pelos corsarios franceses que retiravam da
sua madeira corantes e pigmentos.

Seus frutos, suculentos e saborosos, sdo consumidos ao natural ou em
sucos misturados a vinho. Estes produzem um grande nimero de sementes, as
quais perdem rapidamente a viabilidade. A germinagio é baixa, em tomo de 30%,
porém nio apresentam dorméncia. (Davide* ).

Em sua casca, folhas e segmentos encontra-se um suco leitoso que é
utilizado pela medicina popular como cicatrizantes de feridas (Berg, 1986), e
também no alivio de dores de dentes e hémias (Braga, 1976)

* Davide, A.C. (UFLA-MG). Comunicagdo pessoal, 1996.



Em Minas Gerais sua floragiio ocorre de setembro a janeiro. De acordo
com Morellato (1991), é comum na espécie observar a sobreposigiio dos eventos
fenolégicos. Nos meses de setembro a janeiro pode-se observar a presenca de
botdes florais, flores abertas e frutos em desenvolvimento em um mesmo
individuo, e na regidio da bacia do Alto Rio Grande-MG, a maior parte dos frutos
encontram-se maduros em meados de janeiro.

E considerada espécie secundiria tardia, comum na vegetagiio secundaria
e adaptada a areas de deplegiio (Torres et al, 1992). Quando encontrada em
Pastagens se toma baixa e copada, servindo como arvore de sombra para o gado
(Nogueira, 1977).

Sua madeira possui alta resisténcia mecinica e resisténcia ao ataque de
organismos xilofagos, permitindo o seu uso na fabricagio de méveis,
revestimentos decorativos, carpintaria, carrogarias, dormentes, mourdes, postes e
na construgio civil.

Segundo Heringer (1947), a madeira da moreira pode substituir a
madeira da Teca (Tectonia grandis) utilizada na construgio naval.

A grande utiliza¢do da sua madeira associado ao baixo poder germinativo
das sementes, sdo caracteristicas que tomaram a Maclura tinctoria uma das

espécies em extingdo no sul de Minas Gerais (Vieira, 1990).
2.2 PROPAGACAO POR CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos compreende um conjunto de técnicas, nas quais, um
explante, que pode ser constituido de uma célula, um tecido ou um orgdo, é
isolado e cultivado em condigdes assépticas sobre um meio nutritivo artificial. O

fundamento basico da cultura de tecidos é a totipoténcia celular, segundo a qual,



qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informagdo genética
necesséria a regeneragdo de uma planta completa (Torres e Caldas, 1990).

Os fendmenos morfogenéticos observados in vitro rtesultam da
diferenciacio, dediferenciagdo ou rediferenciagio do explante inicial e podem ser
agrupados, conforme a sua natureza, de duas formas diferentes: morfogénese por
via direta ou por via indireta

Nos casos em que variagdes genéticas sejam desejadas nos descendentes,
as técnicas por via indireta sdo empregadas, pois a ocorréncia natural de
variagdes genéticas em clones de células isoladas ou em tecidos nio organizado
como é o caso do calo, parece ser uma regra geral (George, 1996).

Segundo George (1996), a utilizagio da cultura de tecidos para fins de
propagacio de plantas é comumente dividida nos seguintes 5 estagios: estagio 0
(selegiio e preparo da planta matriz), estagio 1 (estabelecimento de uma cultura
asséptica), estagio 2 (produgio de propagulos adequados), estagio 3 (preparagdo
para o crescimento em meio natural) e estigio 4 (aclimatagdo).

No estagio 0, ocorre a selegdo e preparo da planta matriz, as quais devem
ser tipicas da espécie e livres de doengas. Alguns tratamentos podem ser instalados
para reduzir os niveis de contaminagdo e oxida¢do dos explantes.

Segundo Bajaj (1986), explantes quando retirados de plantas jovens ou
plantulas apresentam melhores respostas de crescimento in vitro em relagdo a
explantes obtidos de plantas adultas.

O estagio 1 caracteriza-se pelo estabelecimento de uma cultura asséptica do
material vegetal selecionado. O sucesso neste estagio depende primeiramente da
transferéncia dos explantes para o meio de cultivo livies de contaminantes
microbianos.

Outro fator fundamental neste estagio, especialmente para espécies lenhosas
é a grande quantidade de compostos fendlicos liberados no meio de cultura pelo

(V]



explante, os quais sdo polimerizados alterando a cor do meio ¢ impedindo o
crescimento dos explantes. Um dos procedimentos mais usados para o controle da
oxidagio é a lavagem prévia dos explantes em agua corrente. Porém, segundo Kozai
(1994), em Eucaliptus, esse procedimento pode afetar o desenvolvimento da cultura,
diminuindo ou paralisando a formag3o de brotagGes da parte aérea.

A manuten¢io de explantes na auséncia de luz ou sob baixas intensidades
luminosas também tem sido utilizada para prevenir a agdo de oxidases ativadas pela
luz (Marks e Simpson, 1990). Outra forma de controle da oxidagido envolve o uso de
PVP, carvio ativado ou acido citrico no meio de cultura (Hildebrandt, 1988).

O objetivo do estagio 2 é a obtengdo de propagulos que, quando separados
da cultura originam plantas intactas. Este estagio inclui a formacdo de tecidos
meristematicos com posterior formagdo de orgdos através da aplicagdo de
reguladores de crescimento no meio de cultivo em concentragdo adequadas. Os
reguladores, em particular as auxinas e citocininas, s30 usados com o proposito de
estimular o crescimento e desenvolver gemas, embriGes e/ou calos (George, 1996).

Normalmente, as plantulas obtidas no estagio 2 s3o pequenas e incapazes de
suportar o crescimento em substrato, em ambiente ex vitro.

O estagio 3 tem como objetivo a obtencdo de plantas individuais, capazes de
realizar fotossintese e sobreviverem sem um suprimento artificial de carboidratos.
Nesse estagio, ocorre a formagdo de raizes que inclui o enraizamento in vitro dos
ramos antes da sua transferéncia para o solo (George, 1996).

Os processos de transferéncia para o meio ex vifro (estagio 4) sdo
extremamente importantes. Por serem mantidos em ambientes in vifro sob alta
umidade e baixa intensidade luminosa. As plantas apresentam menor formagdo de
ceras epicuticulares quando comparadas com plantas produzidas em casa de
vegetagdo ou viveiros. Os estomatos de plantas produzidas in vitro também podem

ser atipicos e incapazes de fechamento completo em condigSes de baixa umidade



relativa do ar. O que uma perda de dgua mais rapidamente quando transferidas para
condi¢des externas.

Existen inumeras outras aplicagdes da técnica de cultura de tecidos.
Segundo George (1996), a cultura de tecidos além de permitir a propagacdo de
espécies com problemas de propagagdo sexuada, possibilita a obtencdo de plantas
isentas de virose e de clones mais produtivos, preservagdo e intercimbio de

germoplasmas e estudos envolvendo biologia molecular.

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAJAIJ, Y.P.S. Regeneration of plants from ultra-low frozen anthers of Primula
obconica. Scientia Hortiscience. V.14, p.93-95, 1986.

BERG, M.E.V.D. Contribui¢io ao conhecimento da flora medicinal do
Maranhdo. In: SIMPOSIO DO TROPICO UMIDO, 1., 1984, Belém.
Anais.... Brasilia: 1986. P. 119-125.

BRAGA,R. Plantas do Nordeste, especialmente do Ceara. Fortaleza:
Departamento Nacional de Qbras Contra a Seca, 1976. 540p.

CARVALHO, P.ER. Espécies Florestais Brasileiras. Recomendagdes
Silviculturais, Potencialidades e uso da madeira. EMBRAPA: Parana. 1994.
p.168-172.

GEORGE, E F. Plant propagation by tissue culture, part 1 - The Technology, 2
ed Edington: Exegetics Limited, 1996a, 1574p.



GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagag¢do. IN: TORRES,
A.C.; CALDAS, L.S. Editores. Técnicas e aplicacdes de cultura de tecidos
em plantas. Brasilia: ABCTP/EMBRAPA_CNPH, 1990. P.99-169.

HERINGER, E. P. Contribuicido ao conhecimento da flora da Zona da Mata
de Minas Gerais. Boletim do Servico Nacional de Pesquisas
Agrondmicas, Rio de Janeiro, n.2, p.1-187, 1947.

HILDEBRANDT, A.C. In vitro propagation of Syringa vulgaris. HortScience
v.18, p. 432434, 1988.

KOZAIL, T. Micropropagation under photoautotrophic conditions. In: DEBERG,
P. C. & ZIMMERMAN, R. H. (eds) Micropropagation: Technology and
Application. London: Kluwer Academic Press, 1991, p. 447-469.

MARKS; T.R; SIMPSON, S.E. Reduced phenolic oxidation at culture initiation
in vitro following the exposure of field-grown stockplants to darkness or low
levels of irradiance. Journal of Horticultural Science, Kent, v.65, n. 2. P.
103-11,Mar. 1990.

MORELLATO, L.P.C. Estudo da fisiologia de drvores, arbustos e lianas de
uma floresta semidecidua no sudeste do Brasil. Campinas: UNICAMP,
1991. 176p. Tese Doutorado em Agronomia.

NOGUEIRA, J.C.B. Reflorestamento heterogéneo com esséncias indigenas.
Séo Paulo: Instituto Florestal de Sdo Paulo. 1977. 71p. (IF. Boletim
Técnico, 24).



TORRES, A.C.; CALDAS, L.S. Editores. Técnicas e aplicacdes de cultura de
tecidos em plantas. Brasilia: ABCTP/EMBRAPA_CNPH, 1990. P.99-169.

TORRES, R.B. MATHEUS L.AF.; RODRIGUES, RR,, LEITAO FILHO, H.
DE F. Espécies florestais nativas para plantio em ireas de brejo. O

Agrondmico, Campinas, v.44, n.1/2/3, p.13-16, 1992.

VIEIRA, M.C.W. Fitogeografia e conservagiio em florestas em Monte Belo,
Minas Gerais Estudo de caso: Fazenda Lagoa. Rio de Janeiro:
Universidade Federal do Rio de .Janeiro., 1990. 129p. Tese Mestrado em

Agronomia.



CAPITULO I1. ESTUDOS SOBRE GERMINACAO IN VITROE IN VIVO
DE MOREIRA (Maclura tinctoria)

1. RESUMO

O baixo poder germinativo e a rdpida perda de viabilidade de suas
sementes associadas ao uso indiscriminado de sua madeira, fizeram com que a
moreira (Maclura tinctoria) fosse incluida na lista das espécies em extingio no
estado de Minas Gerais. Objetivando estabelecer uma metodologia para
propagagdo rapida desta espécie, sementes foram germinadas em areia lavada e
em meio de cultura MS, suplementado com diferentes concentragdes de sacarose
(To=0;, Tr= 1,5 g/L; T= 30 g/L; T:==4,5 g/L; T= 60 g/L; Ts= 75 g/L) e
solidificado com 0,7% de agar. As sementes foram mantidos em sala de
crescimento a uma temperatura de 27°C + 2°C e intensidade luminosa de 13p
mol.s™.m? durante 30 dias. Segundo o modelo de regresssdo ajustado, a maxima
percentagem de germinacdo poderia ser obtida utilizando-se concentracdes de
sacarose entre 1,0 e 15g/L as quais também promovem um melhor
desenvolvimento do sistema radicular. Comparando-se plantas de mesma idade,
germinadas in vitro com as germinadas em areia, observou-se que as obtidas in

vitro apresentaram-se bem mais desenvolvidas.
2. ABSTRACT
Studies on in vitro and in vivo germination of moreira (Maclura tinctoria)

Low germination percentage, rapid seed viability loss and extensive use

of its wood are characteristics that have made the Maclura tinctoria to be
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considered an endegered species in the state of Minas Gerais. With the objective
to establish a rapid propagation methodology for this species, seeds were
germinated washed sand and in MS medium solidified with 0.7% agar and
supplemented with different concentrations of sucrose (0; 1.5; 3.0; 4.5; 6.0 and
7.5 g/L). The seeds were maintained in a growth room at 27 + 2°C and light
intensity of 13 umol.s".m? during 30 days. According to the ajusted regression
niodel, maximum germination percentage might be obtained using sucrose
concentrations between 1.0 and 1.5 g/L which also provided better root
development. Comparing plants with the same age whose seeds were germinated
in vitro or in sand, it was observed that those obtained from in vitro germination

presented better development.

3. INTRODUCAO

De acordo com Bewley e Black (1994) a germinagdo micia-se com a
absorgdo de 4gua pela semente (embebigdio) e finaliza com o inicio da elongagdo
do eixo embrionario, usualmente a radicula. Porém para que este processo ocorra,
é necessario que as sementes estejam viaveis e as condiges ambientais sejam
favoraveis.

Os fatores ambientais que influenciam de forma mais marcante o
processo da germinagdo sio a disponibilidade de agua, temperatura adequada,
presenca de uma composicio atmosférica apropriada, assim como a luz para
algumas espécies, sendo a quantidade desses fatores variaveis de acordo com as
espécies e cultivares. No entanto, condi¢des ambientais favoraveis podem ser

fornecidas através da germinagdo in vitro.
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Através do uso da técnica de cultura de tecidos, algumas condigdes
adequadas 4 germinagdo como disponibilidade de agua, temperatura,
luminosidade e concentragdes de reguladores de crescimento, podem ser
fomecidos as sementes, visando o aumentar da porcentagem de germinag3o.

Por apresentar sementes com baixo poder germinativo, aproximadamente
30%, e estas perderem rapidamente a viabilidade, estudos comparativos entre os
métodos de germinaggo tradicional e in vitro de moreira foram realizados.

4. REFERENCIAL TEGRICO

4.1. GERMINACAO

A agua ¢ extremamente importante no processo de reidratagio das
sementes, e ocorre através da embebicdo da semente. Este processo depende
principalmente da composi¢io quimica da semente, da permeabilidade do
tegumento e da presenca de agua no meio. A embebigdo é um processo fisico,
ligado as propriedades das substincias coloidais e, portanto, ocorre em sementes
vivas ou mortas. Este processo também € influenciado pelo pH da solugdo e pela
temperatura do ambiente (Welbaum, 1990).

Embora cada espécie necessite de uma quantidade minima de dgua para
iniciar a germinagdo, as sementes podem se adaptar a regimes de deficiéncia ou
excesso de dgua (Kermode, 1991).

Segundo George (1996), a determinagio da quantidade minina de agua
necessaria para que o processo de germinagio seja iniciado, é obtido através da
variagdo da concentragio de sacarose do meio de cultura, visto que, este é

considerado o principal componente regulador do potencial hidrico do meio.
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Amador e Stewart (1987), trabalhando com germmagdo in vitro de vanias
espécies lenhosas, obtiveram sucesso no controle do potencial osmético do meio
de cultura utilizando diferentes concentragdes de sacarose.

Em seus trabalhos, Rangaswamy (1963) e Gmitter (1986) obtiveram um
significativo aumento na percentagem de germinagio variando concentra¢des de
sacarose no meio de culura em Orobanche aegyptica e Citrus, respectivamente.
Resultados semelhantes também foram observados por Komatsuda (1992) em
seus trabalhos com varias espécies lenhosas.

Outro fator que interfere na germinagio de sementes ¢ a temperatura.

Sementes expostas a baixas temperaturas tendem a reduzir a velocidade
da germinacdo e temperaturas elevadas tendem a aumentar essa velocidade. Esta
diferenga em temperaturas pode induzir uma crescente desorganiza¢io do
mecanismo germinativo, impossibilitando que sementes menos vigorosas
completem seu ciclo (Cocucci, 1991).

A temperatura de germinagio considerada Gtima para- a maioria das
espécies adaptadas a clima tropical se encontra na faixa entre 15 a 30°C. Existem
no entanto, espécies cujas sementes germinam melhor em um regime de
alternincia diaria de temperatura, em relagiio a uma temperatura constante (Ni,
1992).

Segundo Ikuma e Thimann, citados por Coelho (1980), o processo da
germinagio envolve quatro fases distintas. A fase de pré-indugdo, altamente
sensivel 4 temperatura ocorre quando a semente absorve agua e se prepara para
receber a radiagdo visivél. A fase de indugo, independe da temperatura, mas
apresenta o maximo de atuagdo do fitocromo. A fase de pés-induco, caracteriza-
se pela participagdo ativa do fitocromo na auséncia de luz e sensibilidade a
temperatura ideal de 25°C. A tltima fase, a fase de germinagdo visivel, ocorre

quando a radicula transpde os envoltdrios da semente.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 GERMINACAO IN VITRO

5.1.1 OBTENGAO E ASSEPSIA DO MATERIAL VEGETAL

Para a realizacio deste trabalho foram utilizados frutos maduros
coletados de diferentes arvores de moreira (Maclura tinctoria), localizadas as
margens dos rios Capivari (Lavras-MG) e Rio Grande (fjaci-MG). Estes foram
colocados em um becker com agua destilada e levados ao Laboratério de Cultura
de Tecidos do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras.

Os frutos foram desinfestados em cdmara de fluxo laminar, através da
imersdo em etanol 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de imersdo em hipoclorito de
sodio 50% (v/v) durante 10 minutos. Apoés realizagio do processo de
desinfestagdo, os frutos foram lavados trés vezes em agua destilada e autoclavada
para remog3o do excesso das solugdes desinfestantes.

5.1.2 PREPARO E INOCULACAO DOS EXPLANTES

Apos a realizagdo do processo de desinfestagio, os frutos foram
transferidos para placas de Petri esterilizadas contendo papel de filtro, onde
sofreram cortes para a retirada das sementes.

As sementes foram retiradas dos frutos e inoculadas em frascos contendo
30mL de meio MS ( Murashige e Skoog, 1962) (Anexo 1), suplementado com
diferentes concentragdes de sacarose (To=0; T,= 1,5g/L; T= 3,0g/L; Ts=4,5g/L;
Ts= 6,0g/L; Ts= 7,5g/L) e solidificado com 0,7% de agar. O pH do meio foi
ajustado em 5,8. Em seguida o meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 15

minutos.
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Os frascos inoculados com as sementes foram mantidos em sala de
crescimento a temperatura de 27°C + 2°C e intensidade luminosa de 13 p mol.s’
'm? durante 30 dias. Apds este periodo, avaliou-se o nimero de sementes

germinadas.

5.1.3 ACLIMATACAO

As plantulas germinadas in vitro, apresentando o seu segundo par de
folhas expandidas, foram transferidas para caixas tipo gerbox contendo
vermiculita.

Estas caixas foram mantidas em sala de crescimento por 20 dias sob um
sombrite 70%. Para evitar a transpiragdo excessiva das plantulas, os proprios
frascos utilizados na germinacdo foram usadas para o controle da umidade

relativa (Figura 2).

FIGURA 2. Aclimatagio de plantulas de moreira (Maclura tinctoria)
germinadas in vitro em caixas tipo gerbox contendo vermiculita.

UFLA, Lavras-MG, 1997.
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Apés este periodo, as plantas foram transplantadas para sacos plasticos
contendo terra, areia e esterco na proporgio 3:1:1 e mantidas em casa de
vegetacio com sombrite 50%, onde permaneceram durante 45 dias, até a
transferéncia para o campo.

5.2 GERMINACAO IN VIVO

Para a realizagdo da germinagio in vivo, ou convencional, 100 sementes
foram colocadas em uma caixa de madeira contendo areia lavada. As pléntulas
obtidas permaneceram 45 dias nesta caixa, até expansio total do segundo par de
folhas. Apés este periodo, transplantou-se para sacolas plasticos contendo terra,
areia e esterco na proporgdo 3:1:1 e manteve-se as plantas em casa de vegetagio
com sombrite 50%, por 120 dias, quando entdo realizou-se a transferéncia para o

campo.

5.3 AVALIAGCOES E ANALISES ESTATISTICAS

As avaliagbes foram realizadas através da contagem do numero de
sementes germinadas por parcela ou por caixa de areia.

Para a germinagdo in vitro foi utilizado o delineamento estatistico
inteiramente casualizado com 25 parcelas por tratamentos, sendo que cada
parcela (frasco) continha 4 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento.

Como o nimero de sementes germinadas foi considerada uma variavel
binomial (ndo-normal), optou-se pelo uso do enfoque de modelos lineares
generalizados (Demétrio, 1993), utilizando a fungfio logistica como fungdo de
ligacdo n (ligacdo candnica) ou seja :

n=Inp/(1-p)
onde "p" ¢ a probabilidade de sucesso do modelo binomial.
O preditor linear "n" correspondeu a: N=p+t;
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onde "p" é o efeito de uma constante e "t"o efeito do tratamento i. Como os
tratamentos sdo de natureza quantitativa, o preditor linear passou a corresponder
a modelos de regressdo apropriados, se detectada diferengas significativas entre
tratamentos. A escolha do melhor modelo de regressdo foi baseada na qualidade
do ajustamento e, se possivel, na auséncia de significdncia dos desvios de
regressdo. A detecgdo de diferencas significativas foi feita através da Analise de
"Deviance" (Demétrio, 1993), considerando a distribuigdio assintética de qui-
quadrado das diferentes redugdes do modelo.

Para a disposigdo grafica do modelo linear de regressio, levou-se em
conta que:

p=exp{ftn)} /(1 + exp{flo)} )

onde f{x) é o modelo de regressio ajustado, que € fun¢do da concentragdo de

sacarose.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
Segundo o modelo de regressio ajustado representado na Figura 3, a

maxima germinagio de sementes de moreira (Maclura tinctoria) pode ser obtida

utilizando-se concentragdes de sacarose entre 1,0 e 1,5g/L.
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FIGURA 3. Modelo de regressio ajustado representando a percentagem de
germinagdo in vitro em fungdo da concentragdo de sacarose (g/L) no
meio de cultura. UFLA, Lavras-MG, 1997,

A utilizacdo de concentragdes superiores a 1,5 g/L de sacarose reduziu a
germinagdo das sementes. Segundo George (1996), esta inibicio é decorrente da
regulagdo osmética do meio, visto que concentragdes elevadas de sacarose fazem
com que o meio de cultura ndo possua agua disponivel para a embebigio das
sementes, impossibilitando o inicio do processo de germinag3o.

Concentragdes inferiores a 1,0 g/L de sacarose também proporcionaram
condices satisfatérias para a germinagio das sementes, porém as plantulas
obtidas nestas condigdes necessitavam ser transferidas para outro meio de cultivo
contendo concentragdes mais elevadas de carboidratos. A necessidade de fontes
exdgenas de carboidratos para o desenvolvimento de plantulas obtidas através da
germinacdo in vitro também foi verificado apresentada por Penning de Vries
(1975).
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A utilizagio de concentragdes entre 4,0 e 4,5 g/L de sacarose
apresentaram uma percentagem de germinagdo em tomo de 40%. Este resultado é
oriundo de observacdes experimentais, nio sendo proveniente do ajustammneto
estatistico. Este resultado pode ser decorrente de variagBes fisiologicas deste
grupo de sementes.

Observa-se na Figura 4 que plantulas obtidas de sementes germinadas em
meio de cultura contendo sacarose apresentaram um melhor desenvolvimento do

sistema radicular.

FIGURA 4. Plantulas de moreira (Maclura tinctoria) obtidas de sementes
* germinadas in vifro e em areia. A) germinadas in vifro na presenga
de 1,5 g/L de sacarose; b) germinada em areia; c) germinadas in

vitro na presenca de 1,0 g/L de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 1997.

Os resultados da analise de “Deviance” (Tabela 1) apresentam desvios

nio significativos, indicando que o modelo de regressdo adotado foi satisfatorio.
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Tabela 1. Analise de "Deviance" referente 4 variagio entre tratamentos e a
decomposicdo desta em "Regressdo" e "Desvios de regressdo”. UFLA,
Lavras-MG, 1997.

Causas de variagfio GL "Deviaxice"
Tratamentos ;) 364,2282**
Regressao 3 363,9775%*

Desvios 2 0,2507 NS

Residuo 144 227,3244

*#* significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

Pelos resultados obtidos, podemos verificar, na Tabela 2, que sementes
inoculadas in vitro germinaram em apenas 5 dias, enquanto que sementes
germinadas em areia necessitaram de 35 dias. O tempo de permanéncia no viveiro
de mudas obtidas a partir de sementes germinadas in vitro sofreu uma redugio de
75 dias, quando comparado com o tempo de permanéncia no viveiro de mudas
obtidas a partir de sementes germinadas em areia. Portanto, a principal vantagem
da utilizagdo da metodologia de germinagdio in vitro é a redugdo em 50% (100
dias) do periodo necessario para a forma¢io de mudas de moreira (Maclura
tinctoria) (Tabela 2).  Segundo George (1996), a redugio do tempo para a
obtengdo de mudas pode ser atribuido ao maior desenvolvimento micial das

plantulas obtidas in vitro.
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TABELA 2. Niimero de dias necessarios para a formagao de mudas de moreira
(Maclura tinctoria) cujas sementes foram germinadas in vitro e em

areia (in vivo). UFLA, Lavras-MG,1997.

IN VITRO IN VIVO
GERMINACAO 5% 10-35%
FRASCO/SEMENTEIRA 30 45
ACLIMATACAO 20 -
VIVEIRO 45 120

TOTAL 100 200

* Valores em dias.

Comparando-se plantas com doze meses idade, cujas sementes foram
germinadas in vitro com as germinadas em areia, observou-se crescimento no

campo muito superior das plantulas obtidas in vitro (Figura 5).

FIGURA 5. Plantas de moreira (Maclura tinctoria) com doze meses de idade. A)
Planta cuja oriundas de semente germinada em areia; B) Planta obtida

a partir de semente germinada in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1998.
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7. CONCLUSOES

- 100% de germinagdio in vitro de sementes de moreira (Maclura
tinctoria) pode ser obtida utilizando-se concentragdes de sacarose no meio de
cultura entre 1,0e 1,5 g/L.

- A utilizagdo de germinagdo in vitro possibilita a formagdo de mudas de
moreira (Maclura tinctoria) em 100 dias.

- A utilizacdo de germinaco ir vitro reduz em 50% o tempo para
formagdo de mudas de moreira (Maclura tinctoria) em relagio i germinagio

convencional em areia.
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CAPITULO HI. INDUCAO DE FORMACAO DE CALOS FRIAVEIS, A
PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS DE MOREIRA (Maclura tinctoria).

1. RESUMO

Com o objetivo de induzir a formacgdo de calos fridveis visando a
regeneragdo in vitro de moreira (Maclura tinctoria), segmentos nodais foram
inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com 30g/L de sacarose, 7g/L de
agar e as seguintes combinagdes de reguladores de crescimento: (T¢= controle;
T:=0,5mg/L. ANA; T=1,0mg/L ANA; T:=2,0mg/L ANA; T, =0,5mg/L BAP;
T=0,5mg/L BAP + 0,0lmg/L ANA; Te=0,5mg/L BAP + 0,Ilmg/L ANA;
T+=0,5mg/l BAP + 1,0mg/L ANA; Ts=1,0mg/L BAP; To=1,0mg/L BAP + 0,01mg/L
ANA; Ty=1,0mg/L BAP + 0,Img/L ANA e T;;=1,0mg/L BAP + 1,0mg/L ANA).
Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos no escuro, em sala de crescimento,
4 temperatura de 27° C + 2° C por um periodo de 30 dias. A méxima preduco de
c_a_lgs friaveis (2,5 g/explante) foi conseguida utilizando-se a combinagdo de 2 mg/L
de ANA + 1 mg/L de BAP.

2. ABSTRACT

Induction of friable callus formation from nodal segments of moreira
(Maclura tinctoria)

With the objective to induce the formation of friable callus as a mean to
obtain the in vitro regeneration of moreira (Maclura tinctoria), nodal segments were
inoculated in WPM medium supplemented with 30 g/L sucrose, 7 g/L agar and the
following combinations of growth regulators (To= control; Ti= 0.5 mg/L NAA; T=
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1.0 mg/L NAA; Ts= 2.0 mg/L NAA; T,= 0.5 mg/L BAP; Ts= 0.5 mg/L BAP + 0.01
mg/L. NAA; Te= 0.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA; T-= 0.5 mg/L BAP + 1.0 mg/L
NAA; Ts= 1.0 mg/L BAP; To= 1.0 mg/L BAP + 0.0] mg/L NAA; Ty= 1.0 mg/L
BAP + 0.1 mg/L NAA and Ty;= 1.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L. NAA). After
inoculation, the explants were maintained in the absence of light in a growth room at
a temperature of 27 + 2°C during 30 days. Maximum production of friable callus
(2.5 g/explant) was obtained using the combination of 2.0 mg/L NAA + 1.0 mg/L
BAP.

3.INTRODUCAO

A procura de técnicas altemativas para o processo de propagagio é de
fundamental importincia quando as espécies apresentam dificuldades de
multiplicagdo sexuada.

A organogeénese por via indireta, ou seja, através da indu¢o de formagdo de
calos tem sido uma altemativa muito utilizada em propagagdo de plantas. Os calos,
podem também induzir variagdes genéticas nos descendentes, o que garante a
biodiversidade genética do repovoamento.

Quando trabathamos com repovoamento de ecossistemas naturais, esta
biodiversidade ¢ de fundamental importancia para a ripida e perfeita recomposigdo
do ambiente. )

A rapida perda de viabilidade da semente associado a dificuldade de se obter
o enraizamento de estaca, justifica a procura de altemativas de propagagio para a
produgio em larga escala de mudas de moreira (Maclura tinctoria).

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia para
indugdo de formag3o de calos fridveis a partir de segmentos nodais de moreira.
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4. REFERENCIAL TEORICO

Calos sdo tecidos que podem apresentar diferenciacdo parcial, constituidos
por uma massa de células irregulares, diferenciadas, que se multiplicam
desordenadamente, em resposta a injurias quimicas ou fisicas e que possuem a
capacidade de se diferenciarem em tecidos e érgdos (Torres e Caldas, 1990).

A desdiferenciagio e indugio de regeneragio de plantas a partir de calos sdo,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum tempo
(Grattapaglia e Machado, 1990). Espécies lenhosas por exemplo, sdo mais dificeis de
se propagar in vitro comparadas com espécies herbaceas, por apresentarem maior
variabilidade genética, menor capacidade regenerativa dos tecidos, menor taxa de
multiplicagiio, maior concentragdo de fendis, além de dificuldades de manutengdo das
plantas matrizes em casas de vegetacdo.

A época do ano em que é feita a coleta de explantes é considerado por Bonga
(1987), como fator de grande importancia para o sucesso do estabelecimento in vitro.
Bajaj (1991) observou que explantes de Pinus ponderosa coletados em outubro
formavam gemas laterais, enquanto que coletas realizadas em fevereiro sofreram o
processo de calogénese.

Com o estimulo das substincias endogenas de crescimento ou de reguladores
de crescimento, adicionados ao meio de cultura, o metabolismo celular é modificado
de quiescente para um metabolismo ativo (Fortes, 1992).

Para a produgdo dos calos in vitro ocorrem fases de inducdo, divisdo e
diferenciagdo celular. Na fase de indugdo, as células preparam-se para a divisdo, o
metabolismo ¢ ativado e as células permanecem com tamanho constante. A duragdo
desta fase depende do estado fisiolégico das células (Aitchison, Macleod e Yeoman,
1977).
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Apos algumas semanas de cultivo, Constabel e Vasil (1989) observaram que
os calos de fumo apresentaram sinais de desaceleragio do crescimento, seguido de
necrose, coloragdo marrom e finalmente, dessecagfo. Este fato ocorreu em fungiio de
fatores, como a exaustdo de nutrientes, inibicio da difusio de nutrientes, evaporagio
de agua acompanhada pelo aumento na concentragio de alguns nutrientes do meio e
aciimulo de metabdlitos, os quais segundo Remashire (1997), podem ser téxicos.

A adic¢3o de reguladores de crescimento ao meio de cultura visa suprir as
possiveis deficiéncias dos teores de fitohormédnios nos explantes que se encontram
isolados das regiGes produtoras da planta matriz. As auxinas tém sido amplamente
utilizadas nos meios de cultivo para a indugiio de calos e geralmente, dependendo da
concentragdo, causam elongacio celular e expansdo ou divisio celular. Em geral,
com o uso de baixas concentragdes de auxinas, predomina a formagdo de raizes
adventicias, enquanto que altas concentragdes induzem a formagio de calos.

Stimart (1986), trabalhando com brotagdes ortotropicas de trés espécies de
Coffea em meio contendo 1 mg/l de ANA, 0,1 mg/L de 2,4-D ou 0,1 mg/L de
Cinetina, obteve rapida proliferago de calos nas espécies de Coffea arabica .

A mteragdo entre auxinas e citocininas também é muito utilizada para a
mdug3o de calogénese. Hee-Ju Yu e seus colaboradores (1997), induziram calos em
explantes foliares de Lithospermum erythrorhizon tilizando a combinagio entre a
auxina ANA e a citocinina BAP.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 COLETA E ASSEPSIA DOS EXPLANTES
Foram utilizados como explantes segmentos nodais jovens com

aproximadamente 1,5cm de comprimento, retirados de plantas matrizes com 6 meses
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de idade mantidas em casa de vegetago, localizada no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

A desinfestagio dos explantes foi feita em cémara de fluxo laminar
utilizando-se imersdo em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e hipoclorito de sodio 50%
(v/v) durante 10 minutos. Apés a desinfestagio, os explantes foram lavados em égua
destilada e autoclavada, por trés vezes, em cimara de fluxo laminar para remogdo do
excesso das solu¢des desinfestantes.

5.2 INOCULACAO DOS EXPLANTES

Os explantes foram inoculados em frascos contendo 30 mL do meio de
cultura Wood Plant Medium (Lloyd e Mc Cown,1980) (Anexo 2), suplementado com
30g/L de sacarose, 7g/L de agar e as seguintes combinagdes de reguladores de
crescimento: To= controle; Ty=0,5mg/L. ANA; T,=1,0mg/L ANA; T;=2,0mg/L
ANA; T, =0,5mg/L BAP;, Ts=0,5mg/L BAP+0,0lmg/L ANA; Te=0,5mg/L
BAP+0,1mg/L ANA; T+=0,5mg/l BAP+1,0mg/L ANA; Ty=1mg/L BAP; To=1mg/L
BAP+0,0lmg/L ANA; Ty =Img/L BAP+0,lmg/L ANA; T\=lmg/L BAP+Img/L
ANA.

O meio de cultura foi ajustado para pH 6,0 e autoclavado a 120°C por 15
minutos. Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos no escuro, em sala de
crescimento 3 temperatura de 27°C + 2°C por um periodo de 30 dias, quando a
inducio de calogénese foi avaliada através da diferenga entre o peso inicial do
explante ¢ o seu peso final.

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
20 repeticdes por tratamento, sendo que cada repeticdo continha apenas um
explante.
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. As médias das quantidade de calos formados foram consideradas como
tendo distribuicdo Poisson (ndo-normal), e assim optou-se pelo uso do enfoque de
modelos lineares generalizados (Demétrio, 1993), utilizando a funcdo logistica
como ligagdo candnica "n" ou seja :

n=kn.2A
onde "A" é o parametro da distribuicio Poisson.
O preditor linear "n" corresponden a:
n=pt+t
em que "1" é o efeito de uma constante e "t;"o efeito do tratamento i. Como os
tratamentos sdo de natureza quantitativa, se dectadas diferengas significativas
entre eles, o preditor linear passou a corresponder a modelos de regressio
multipla apropriados (superficies de resposta).
Para a disposigdo grafica do modelo linear de regressio, levou-se em
conta que:
fix) = exp{a + BiXi+ B2 Xz + Bs X+ Ba X* +B5s X2}
em que f{x) € o modelo de regressdo ajustado, que ¢ fungioX, (concentragdo de
ANA) e X, (concentragdo de BAP).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desse estudo indicaram que para a indugdo expressiva de calos

friaveis a partir de segmentos nodais jovens de moreira (Maclura tinctoria) foi

necessario a utilizagdo da combina¢do entre os reguladores de crescimento ANA e

BAP. Segmentos nodais jovens inoculados na auséncia de reguladores de crescimento

ndo apresentaram calogénese. Explantes inoculados na presenca de apenas um tipo
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de regulador de crescimento (ANA ou BAP) apresentaram pequena produgdo de
calos (Figura 6).

Figura 6. Aspecto geral de calos friaveis obtidos a partir de segmentos
nodais de moreira (Maclura tinctoria). (A) explantes inoculados
na presenca de ANA; (B) explantes inoculados na presenca de
BAP: (C e D) explantes inoculados na presenca de ANA + BAP.
UFLA, Lavras-MG, 1997.

Utilizando a mesma combinagio de ANA e BAP, Penchel (1995) obteve
sucesso na indugdo de calos friaveis em Eucalyptus grandis. Ja Cardoso (1996),
obteve respostas contraditorias as mencionadas acima, pois a inducao de calos em
Hypericum brasiliensis s6 foi possivel utilizando-se no meio de cultura BAP ou
ANA isoladamente.
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A Interagdo entre auxinas e citocininas para a indugio de calos tambsm tem
sido eficiente para espécies lenhosas como: Lithospermum erythrorhizon ( Hee-JU
Yu, 1997) e Jatropha curcas (Sujatha, 1996).

Segundo o modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 3), a produgdo
maxima de calos (2,5g) a partir de segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria)
pode ser obtida utlizando-se 2,0 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de BAP. O
mesmo pode ser observado através do diagrama de contornos correspondente (Figura

8).

FIGURA 7. Modelo de superficie de resposta referente a inducdo de calos a
partir de segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria) em
fungdo de concentragoes de ANA (mg/L) e BAP (mg/L). UFLA |,
Lavras-MG, 1997.
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FIGURA 8. Diagrama de contomos correspondentes a indugio de

calos a partir de segmentos nodais de moreira (Maclura

tinctoria) em fun¢do de concentragbes de ANA (mg/L) e
BAP (mg/L). Ponto de Maxima: 2 mg/L de ANA + 1

mg/L de BAP. UFLA, Lavras-MG, 1997.

A andlise de varidncia (Tabela 3), demonstra que a interagdo entre ANA e
BAP afetou significativamente a produgio de calos em relagio ao tratamento isento
de reguladores de crescimento (controle). Apesar da alta significincia encontrada na

regressio, pode-se afirmar que, o modelo de regressdo miltipla utilizado ¢

apropriado com 97,63 % de confianga.

33



TABELA 3. Quadro de Analise de Varidncia para a indugiio de calos a
partir de segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria).
UFLA, Lavras-MG, 1997. '

Causas de Variacio GL SQ oM F
Regressio 5 1,71448 0,7812 4,285%*
Desvios 6 0,48014 0,08002
Total 11 2,19462

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.
CV=5147%

7. CONCLUSOES

- Segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria) inoculados em meio de
cultura desprovido de reguladores de crescimento n3o apresentam a formagio de
calos friaveis.

- Segmentos nodais inoculados em meio de cultura suplementado com apenas um
tipo de reguladores de crescimento (ANA ou BAP) apresentaram uma pequena
formacao de calos fridveis.

- A produgdo expressiva de calos fridveis a partir de segmentos nodais de
moreira é obtido quando os explantes sio inoculados em meio de cultura
suplementado com a combinag3o entre BAP e ANA.

- A produ¢do maxima de calos fridveis (2,5g) a partir de segmentos nodais de
moreira ¢ obtida utilizando-se 2,0 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BAP no meio de
cultura.
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CAPITULO IV. INDUCAO E CRESCIMENTO DE BROTACOES
OBTIDAS A PARTIR DE CALOS FRIAVEIS E SEGMENTOS
NODAIS JOVENS DE MOREIRA (Maclura tinctoria)

1. RESUMO

Objetivando estabelecer uma metodologia para a micropropagacio de
moreira (Maclura tinctoria), calos fridveis e segmentos nodais jovens foram
inoculados em meio WPM, suplementado com 30 g/L de sacarose, 7 g/L de agar
e as combinagdes entre os reguladores de crescimento ANA (0; 0,01; 0,1; 0,5;
1,0; 2,0 mg/L) e BAP (0; 0,5; 1,0 mg/L). Apés a inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento, 2 temperatura de 24°C e sob intensidade
luminosa de 13 p mol.s™.m? por um periodo de 30 dias. As brotagdes obtidas in
vitro foram inoculadas em meio WPM, suplementado com 3% de sacarose,
0,65% de agar e as seguintes concentragdes de GA;: 0; 1; 2; 4; 6 mg/L. Apos
inoculados os explantes foram mantidos em sala de crescimento com intensidade
luminosa de 13 p mol.s”.m? a 24 + 2 °C, durante 20 dias. Independente do tipo
de explante (folhas ou segmentos nodais) que originou os calos, 2 mesma resposta
in vitro foi observada quando os explantes foram submetidos aos tratamentos
com ANA, BAP ou GA;. A anilise dos resultados indicou que a produgio
maxima de brotagSes (12 brotagGes/explante) a partir de calos fridveis pode ser
obtida através da utilizagdo de 0,75 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de BAP.
A producdo maxima de brotagSes (5 brotagdes/explante) a partir de segmentos
nodais, pode ser obtida utilizando-se 1,0 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de
BAP. O crescimento in vitro das brotages foi observado com a utilizagdo de 2,0
mg/L de GA;.
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2. ABSTRACT

inducﬁon and growth of shoots obtained from friable callus and young nodal
. segments of moreira (Maclura tinctoria)

With the objective to establish a methodology for the micropropagation of
moreira (Maclura tinctoria), friable callus and young nodal segments were
inoculated in WPM medium supplemented with 7.0 g/L agar and the following
combinations of the growth regulators NAA (0; 0.01; 0.1; 0.5; 1.0 and 2.0 mg/L)
and BAP (0; 0.5 and 1.0 mg/L). After inoculation, the explants were maintained
in a growth room at a temperature of 24°C and light intensity of 13 pmol.s™.m™
during 30 days. Shoots obtained in vitro were inoculated in WPM medium
supplemented with 3% sucrose, 0.65% agar and the following concentrations of
GA;: 0; 1.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg/L. After inoculation, the explants were
maintained in 2 growth room with light intensity of 13 pmol.s’.m” and
temperature of 24 + 2°C during 20 days. Independent of the type of explant
(shoots or nodal segements) that originated the calli, the same in vitro response
was observed when the explants were reated with NAA, BAP or GAs. The results
indicated that maximum shoot production (12 shoots/explant) from friable callus
might be obtained using 0.75 mg/L NAA + 1.0 mg/L BAP. Maximum shoot
production (5 shoots/explant) from nodal segments can be obtained using 1.0
mg/L NAA + 1.0 mg/L BAP. In vitro shoot growth was observed using 2.0 mg/L
GA;.
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3. INTRODUCAO

Para se obter a micropropagagio de plantas, apds o estabelecimento in
vitro de explantes através da formagdo de calos, é necessario estabelecer uma
metodologia de indugdo de formagdo de brotagdes (parte aérea) e ou raizes.

O processo de organogénese é uma consequéncia da interagio entre os
processos de divisdo e diferenciagdo celular. Tais processos dependem de sinais,
principalmente fitohormdnios, que agindo diretamente ou indiretamente ao nivel
génico, desencadeiam processos especificos de sintese protéica, e como
consequéncia, induzem alteragdes bioquimicas e metabélicas diversas no
organismo.

Nos tecidos em cultura, o controle da organogénese é feito através da
introducdo exdgena de reguladores de crescimento. Estas substincias podem
induzir & formagdo de novas estruturas organizadas, através de um processo
morfogenético ou organogenético que ocorra de novo.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para a indugdo
e crescimento de brotagGes (organogénese) de moreira (Maclura tinctoria) a
partir de segmentos nodais e de calos fridveis obtidos a partir de segmentos
nodais.

4. REFERENCIAL TEQRICO
A partir da zonas de atividade meristematica em tecidos de calo e,

também, nos explantes primarios, as divisdes celulares e o padrio de

diferenciagdo podem ocorrer de maneira que conduzam a um grau de organizacio
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morfo-anatonico peculiar, que no caso de caracterizar um érgdo definido,
constitui-se no processo denominado organogénese (George, 1996).

Assim, num explante ou tecido de calo pode ocorrer a formagdo de novo
(neoformagdo) de gemas caulinares vegetativas que evoluem para eixos
caulinares. Embora gemas adventicias sejam geralmente indesejaveis para a
micropropagagdo, pois podem resuitar em variantes somaclonais, em
ecossistemas naturais essa variagio é fundamental (Preece, 1991).

Em consonincia com Stirmart (1986), quando a organogénese ocorre a
partir de tecidos do explante ou de pequenas proliferagdes dos mesmos, ainda
sobre o explante inicial, denomina-se organogénese direta. A via indireta é
presente quando a organogénese ocorre a partir de tecidos de calos isolados do
explante inicial.

Segundo Kerbauy (1986), nos casos acima mencionados, a neoformagio
de orgios decorre de processos de desdiferenciagdo, divisdo celular e organizagdo
de novos meristemas ou zonas de atividade meristematica.

Em explantes altamente heterogéneos, os diferentes tipos de células
respondem de maneiras diversas as condi¢des de cultura, como, no caso de
segmentos de caule de Petunia, onde células corticais podem origenar a calos e
células da regido vascular originam tecidos meristematicos embrionarios (Handro
et al. 1973).

A indugdo de processos morfogéticos, na maioria dos casos, requer a
adicdo de reguladores de crescimento aos meios de cultivo.

As citocininas sdo derivados da purina, e ocorrem naturalmente em
plantas superiores e em varios tipos de bactérias. Sdo também conhecidas como o
"horménio vegetal de cicatrizagdo". A maior func¢do das citocininas é promover a
divisdo celular, porém outros efeitos fisiologicos sdo também atribuidos as
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citocininas como desenvolvimento de gemas laterais, estimulador de germinagio
de sementes e retardante do processo de senescéncia (Arteca, 1995).

Segundo Aitken-Christie (1992), a utilizagdo da citocinina BAP no meio
de cultivo WPM, revelou-se eficiente para a indu¢io de brotagdes em Pinus
radiota.

Em geral, apesar de induzir a divisdo celular, algumas citocininas como o
2-iP e a cinetina, quando utilizadas em concentragdes elevadas, podem causar
indu¢Ses morfogenéticas indesejaveis como brotagdes mal formadas (George,
1996).

Brotagdes em espécies lenhosas sdo mais dificeis de serem obtidas, porém
com o uso das citocininas BAP e TDZ, Preece (1991), obte resultados positivos
em varias espécies.

Embora as combinagGes entre auxinas e citocininas sio frequentemente
utilizados para a indugdo de brotagGes, o uso da auxina 2,4-D, induz calogénese
na maioria dos casos (George, 1996).

A combinagdo entre BAP e ANA induzindo organogénese tem sido
demonstrado em plantas lenhosas como Salix spp (Garton,1993), Quercus suber
(Declerck e Korban ,1996), Eucalyptus sideroxylon (Burger,1987) e Malus
spp.(Daguin et al, 1992).

Segundo Zhang e Stoltz (1991), o uso de reguladores de crescimento em
altas concentragdes, em particular as citocininas, pode induzir brotagdes com
crescimento reduzido, o que pode ser corrigido através da redugdo do nivel de
citocininas utilizadas ou a realizagdo de um subcultivo na presenca de GA; no
meio de cultura.

O GA; é um regulador de crescimento que pertencente a classe dos acidos
giberélicos. Entre outros efeitos fisiologicos, este regulador de crescimento induz

o processo de elongagao celular (Montague,1995).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 INDUCAO DE BROTACOES A PARTIR DE CALOS FRIAVEIS

5.1.1 INOCULACAO DOS EXPLANTES

Foram utilizados fragmentos de calos friaveis de moreira (Maclura tinctoria),
com tamanho de aproximadamente 1 cm’, formados a partir de segmentos nodais,
segundo metodologia descrita no capitulo I11.

Os calos foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meio WPM (Lloyd
e Mc Cown, 1980) (Anexo 2), suplementado com 30 g/L de sacarose, 7 g/L de agar ¢
as seguintes combinagdes de reguladores de crescimento (To= controle; T;=0,5 mg/L
ANA; T,=1,0 mg/L ANA; T:=2,0 mg/L ANA; T4=0,5 mg/L BAP; Ts=0,5 mg/L BAP
+0,01 mg/L ANA; T4=0,5 mg/L BAP+0.1 mg/L ANA; T=0,5 mg/l BAP+1,0 mg/L
ANA; Ts=1 mg/L BAP; To=1 mg/L BAP+0,01 mg/L ANA; T,=1 mg/L BAP+0,1
mg/L ANA; T;,=1,0 mg/L BAP+1,0 mg/L. ANA).

O pH meio de cultura foi ajustado para 6,0 e autoclavado a 120°C por 15
minutos. Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a
temperatura de 24°C + 2°C e sob intensidade luminosa de 13p mol.s".m” por um
periodo de 30 dias, quando o numero de brotagdes obtidas foi avaliado.

5.1.2 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
10 repetigdes por tratamento, sendo que cada repeti¢ao continha um explante.

O nimero de brotagdes foi considerado como tendo distribui¢do Poisson
(ndo-normal), e assim optou-se pelo uso do enfoque de modelos lineares
generalizados (Demétrio, 1993), utilizando a funcdo logistica como ligagdo

candnica "n" ou seja :



|

em que "A" € o parametro da distribuicdo Poisson.
O preditor linear "n" correspondeu a:
n=p+g
em que "u" € o efeito de uma constante e "t;"o efeito do tratamento i. Como os
tratamentos s3o de natureza quantitativa, o preditor linear passou a corresponder
a modelos de regressio multipla apropriados (superficies de resposta), se
detectadas diferencas significativas entre tratamentos. A escolha do melhor
modelo de regressdao baseou-se na qualidade do ajustamento e se possivel na
auséncia de significancia dos desvios de regressdo. A detecgdo de diferengas
significativas foi feita através da Analise de "Deviance" (Demétrio, 1993),
considerando a distribui¢do assintética de qui-quadrado das diferentes reducgdes
do modelo.
Para a disposi¢do grafica do modelo linear de regressdo, levou-se em
conta que:
f(x) = exp {f{X;. X2)}
em que f(x) € o modelo de regressao ajustado, que é funcdo de X, (concentracdo

de ANA) e de X, (concentracdo de BAP).

5.2 INDUGCAO DE BROTACOES A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS

5.2.1 COLETA E ASSEPSIA DOS EXPLANTES

Foram utilizados segmentos nodais (1,5cm de comprimento) como explantes,

retirados a partir de plantas matrizes mantidas em casa de vegetacao, localizado no

Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras.

A desinfestacao dos explantes foi feita em camara de fluxe laminar através

de imersdo em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio 50% durante 10
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minutos. Apos a desinfestagdo, os explantes foram lavados em agua destilada e

autoclavada, por trés vezes, para remogdo do excesso das solugdes desinfestantes.

5.2.2 INOCULACAO DOS EXPLANTES

Os explantes foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meio WPM
(Anexo 2) suplementado com 30 g/L de sacarose, 7 g/L. de agar e as seguintes
combinagdes de reguladores de crescimento (To= controle; T;=0,5 mg/L ANA;
T>=1,0 mg/L ANA; T;=2,0 mg/L ANA,; T,=0,5 mg/L BAP; Ts=0,5 mg/L BAP +
0,01 mg/L ANA; Ts=0,5 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA; T-=0,5 mg/l BAP + 1,0 mg/L
ANA; Te=1 mg/L BAP; To=1 mg/L BAP + 0,01 mg/L ANA; T;o=1 mg/L BAP + 0,1
mg/L ANA; T;;=1 mg/L BAP + 1,0 mg/L ANA).

Apés ajustar o pH para 6,0 o meio de cultura foi autoclavado a 120°C por
15 minutos. Foram moculados trés explantes por frasco. Apés a inoculagdo, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento, a 26°C * 2°C e intensidade
luminosa de 13p mol.s”.m? por um periodo de 20 dias, quando o numero de

brotagdes foi avaliada.
5.2.3 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento estatistico foi idéntico ao utilizado no experimento
anterior (4.1).

5.3 CRESCIMENTO IN VITRO DE BROTACOES

5.3.1 INOCULACAO DOS EXPLANTES
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As brotagdes obtidas in vitro de calos formados a partir de segmentos
nodais e também diretamente a partir de segmentos nodais com 20 dias de idade,
foram inoculadas em 30ml de meio WPM (Lloyd e Mc Cown, 1980) (Anexo 2),
suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar e as seguintes concentragdes
de GA; ( To= controle; Ty= 1 mg/L; T= 2 mg/L; Ts=4 mg/L; T= 6 mg/L ).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,0 e autoclavado por 15
minutos a 120°C. Apds inoculados, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com intensidade luminosa de 13 p mol.s".m? a temperatura de 24 +

2°C durante 20 dias.

5.3.2 AVALIACOES

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, contendo 20
repeticdes por tratamento.

Como os tratamentos foram avaliados visualmente, nio foram realizadas

analises estatisticas para a determinagdo da melhor concentragio de GA;.

6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

6.1 INDUCAO DE BROTACOES A PARTIR DE CALOS FRIAVEIS

Ndo houve formagdo de brotagdes em explantes inoculados em meio de

cultivo desprovido de reguladores de crescimento ou em meio de cultivo sem a

combinacdo de ANA e BAP, independente da concentragio (Figura 9).
Este fato se confronta ao proposto por Handro (1993) em seus estudos

com Petunia.
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FIGURA 9. Aspecto visual de calos formados a partir de segmentos
nodais inoculados em meio WPM na auséncia de reguladores
de crescimento. (1) e (2) auséncia de reguladores de
crescimento; (3) presenga de ANA; (4) presenca de BAP.
UFLA, Lavras-MG, 1998.

Segundo Moncousin (1991), para a indugdo de organogénese, algumas
espécies lenhosas necessitam da atuagdo sinérgica entre varias classes de horménios
vegetais durante algumas de suas fases de desenvolvimento e crescimento.

Hee-Ju Yu (1997), Bergmann (1997) e Remashiree (1997) em seus estudos
com Lithospermum erythrorhizon, Paulownia e Aristolochi indica, respectivamente,
também observaram a necessidade da combinagdo entre auxinas e citocininas para a
inducdo de brotagdes a partir de calos friaveis.

0 modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 10), indica que o uso de
concentragdes superiores a 0,75mg/L de ANA em associagdo com BAP inibe o
processo de formagdo de brotagdes. A maxima produgdo de brotagdes (12
brot./explante) pode ser obtida com a utilizagdo de 0,75 mg/L de ANA associado a
1,0 mg/L de BAP. O mesmo pode ser observado através do diagrama de contornos
correspondente (Figura 11).
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FIGURA 10. Modelo de superficie de resposta ajustada referente ao
numero de brotagoes obtidas de moreira (Maclura tinctoria) a

partir de calos friaveis em fungdo de diferentes concentragoes
de BAP (mg/L) e ANA (mg/L). UFLA, Lavras-MG, 1997.
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FIGURA 11. Diagrama de contornos correspondente a formacgdo de
brotacbes a partir de calos friaveis de moreira (Maclura
tinctoria) em fungdo de diferentes concentracées de BAP
(mg/L) e ANA (mg/L). Ponto de Maximo= 0,75mg/L ANA +

Img/l BAP. UFLA Lavras-MG,1997.
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Segundo a analise de “Deviance” (Tabela 4), ficou evidente a alta
qualidade do ajustamento matemitico utilizado, o qual apresentou uma “Deviance

de Desvios™ ndo significativa.

TABELA 4. Quadro de analise de “Deviance” para o numero de brotagdes
de moreira (Maclura tinctoria) formadas a partir de calos de

segmentos nodais inoculados in vitro na presenca de ANA e BAP.
UFLA, Lavras-MG, 1997.

Causas de Variagao GL "Deviance"
Tratamentos 11 52,6107**
Regressao 6 45,9469%*
Desvios 5 6,6638NS

Residuo 108 45,2831

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste qui-quadrado

O tipo de brotagdes obtidas em calos formados a partir de segmentos

nodais de moreira (Maclura tinctoria) estia demonstrado na Figura 12.
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FIGURA 12. Aspecto geral de brotagdes obtidas in vifro a partir de calos

oriundos de segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria).

UFLA, Lavras- MG, 1997.

6.2 INDUCAO DE BROTACOES A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS

Apesar de apresentarem-se mal formadas, foram observadas brotages em
segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria) inoculados apenas na presenca de
ANA. O uso de concentragdes superiores a 0,5 mg/L de ANA, causou inibigdo na
formagdo de brotagdes e induziu calogénese (Figura 13). Este resultado esta em
consondncia com o proposto por George (1996), o qual afirma que o uso de

concentracdes elevadas de auxinas ndo é apropriado para a inducdo de brotagdes.
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FIGURA 13. Aspecto geral de brotagdes obtidas a partir de segmentos nodais de
moreira (Maclura tinctoria) inoculados in vitro na presenca de
diferentes concentragdes de ANA. (A) e (B)= 0,5 mg/L ANA; (C) =
1,0 mg/L ANA; (D) =2,0 mg/L ANA. UFLA, Lavras-MG, 1997.

Nos tratamentos em que o BAP foi o unico regulador de crescimento
utilizado, ndo foi observada a formagio de brotagdes. No entanto, em espécies como
Morus australis (Pattnaik, 1996), Garrya elliptica (Woodward, 1996), Gmelina
arborea (Kannan, 1996) e Cleistanthus collinus (Quraishi, 1996), resultados
positivos foram observados utilizando-se BAP para a indugdo de brotagGes a partir
de segmentos nodais.

A produgio maxima de brotagdes (5 brotos/segmento) a partir de
segmentos nodais, segundo o modelo de superficie de resposta ajustado (Figura
14), foi obtida utilizando-se 1,0 mg/L de ANA associado a 1,0 mg/L de BAP. O

mesmo pode ser observado pelo diagrama de contornos correspondentes (Figura
15).
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FIGURA 14. Superficie de resposta para o numero de brotagdes

formadas a partir de segmentos nodais de moreira
Maclura tinctoria) em fungdo de diferentes
concentragdes de BAP (mg/L) e ANA (mg/L). UFLA,
Lavras-MG, 1997.

TN
"/ / \\ e
\// . \\\‘m

\-OA

I |

L il

FIGURA 15. Diagrama de contomnos correspondente a formagio de

brotages a partir de segmentos nodais de moreira
Maclura  tinctoria) em fungdo de diferentes
concentragoes de BAP (mg/L) e ANA (mg/L). Ponto de
Maximo = 1,0 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BAP.
UFLA, Lavras-MG, 1997.
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As brotagdes obtidas a partir da combinagdo entre ANA e BAP
apresentaram-se bem formadas conforme se visualiza na Figura 16.

Em Ficus religiosa, Deshpande (1998) obteve resultados semelhantes ao
observado por Valli Khan (1996), Sanchez-Gras (1996) e Distabanjong (1997)
em seus trabalhos com Syzygium alternifolium, Lavandula latifolia e Cercis
canadensis respectivamente, ou seja, a necessidade da utilizacio da combinagdo

entre auxina e citocinina para a indugio de brotagdes nestas espécies foi evidente.

FIGURA 16. Aspecto geral de brotagdes formadas em segmentos nodais de
moreira (Maclura tinctoria) inoculadas in vifro na presenga de
BAP ¢ ANA. (A) controle; (B) e (C) ANA+BAP. UFLA,
Lavras-MG, 1997.

Segundo a analise de “Deviance” (Tabela 5), ndo foi possivel

encontrar um modelo de regressio miltipla com desvios ndo significativos.
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Entretanto, ficou evidente a alta qualidade do ajustamento considerando a
magnitute relativa das “Deviance” (93,74%).

TABELA 5. Quadro de anilise de “Deviance” para o mimero de
brotaces formadas em segmentos nodais de moreira
(Maclura tinctorig) inoculadas in vitro na presenca de
BAP e ANA. UFLA, Lavras-MG, 1997.

Causas de variagio GL "Deviance"
Regressdo 6 108,2208**
Desvio 2 7,2269*

*significativo a 1% de probabilidade pelo teste qui-quadrado
**significativo a 5% de probabilidade pelo teste qui-quadrado

6.3 CRESCIMENTO IN VITRO DE BROTACOES

Os resultados dos experimentos relativos ao estudo do comportamento in
vitro de brotagdes, obtidas a partir de segmentos nodais e de calos, também
obtidos a partir de segmentos nodais de moreira, inoculados na presenga de ANA
e BAP indicaram que o uso de GA; favorece o crescimento e desenvolvimento in
vitro das brotagdes.

Na auséncia ou presenga de 1 mg/L de GA; ndo foi observado
crescimento das brotagoes (Figura 17) Na presenca de 2 mg/L de GA;, as
brota¢Ges apresentaram um crescimento satisfatério de aproximadamente 1,5 cm
de comprimento, o que tomou possivel a sua transferéncia para o meio de

enraizamento.
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O uso de 4 mg/L e 6 mg/L de GA; também induziu crescimento
satisfatério, porém o uso destas concentragdes houve a formagdo de calos na base
do explante (Figura 17). Segundo George (1996), a formagdo de calos na base
das brotacdes ¢é indesejavel, pois impede a conexdo vascular entre o sistema

radicular e a parte aérea.

FIGURA 17. Aspecto geral do crescimento de brotagdes obtidas in vitro a partir

de segmentos nodais inoculados na presenca de GA,. (To) controle;
(T1) 1 mg/L de GAs; (T) 2 mg/L de GAy; (T3) 4mg/L; (Ts) 6 mg/L
GA; UFLA, Lavras-MG, 1997.

Resultados semelhantes também foram observados por Pattnaik (1996), o
qual obteve crescimento in vitro de brotagdes de Morus australis utilizando 1,0
mg/L de GA; no meio de cultura. Em Paulownia, o alongamento das brotagdes
foi alcancado utilizando-se 1,5 mg/L de GAs; no meio de cultura (Bergmann,
1997).
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7. CONCLUSOES

- A producdo maxima de brotagSes (12 brotagdes/explante) formadas a
partir de calos fridveis pode ser obtida através da utilizagio de 0,75 mg/L de
ANA associado a 1,0 mg/L de BAP.

- A produgio maxima de brotagdes (5 brotagdes/segmento) formadas a
partir de segmentos nodais, pode ser obtida utilizando-se 1,0 mg/L de ANA
associado a 1,0 mg/L de BAP.

- O crescimento de brotagdes formadas in vitro é possivel através da
utiliza¢do de 2,0 mg/L de GA; no meio de cultura.
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CAPITULO V. ENRAIZAMENTO IN VITRO DE BROTACOES
OBTIDAS A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS DE MOREIRA

(Maclura tinctoria)

1. RESUMO

Visando a indugio do enraizamento de brotagdes obtidas obtidas a partir de
segmentos nodais, estes foram inoculadas in vitro em meio WPM 50%,
suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar e acrescido das diferentes
combinagdes entre o regulador de crescimento AIB (0; 1; 2; 4; 6 mg/L) e o
antioxidante carvéo ativado (0; 0,5; 1; 2; 4; 6 g/L). Para verificar a influéncia do
pH sobre o enraizamento, trés faixas diferentes de pH (5,4; 6,0; 7,0) foram
testadas. Apds inoculados em cdmara de fluxo laminar, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento sob intensidade luminosa de 13 w mol.s’.m? a
uma temperatura de 24 * 2 °C durante 30 dias. O nimero maximo de raizes
formadas (27 raizes/ explante), segundo o modelo matemitico utilizado, pede
ser obtido utilizando-se meio WPM com pH ajustado para 7,0 e acrescido de 4,8
mg/L de AIB e 4,7 g/L de carvio ativado.

2. ABSTRACT

In vitro root formation in shoots obtained from nodal segments of moreira

(Maclura tinctoria)

With the objective to induce the formation of roots, shoots obtained
from nodal segments were inoculated in 50% WPM medium supplemented with
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3% sucrose, 0.65% agar and different combinations of the growth regulator IBA
(0; 1.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg/L) and activated charcoal (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and
6.0 g/L). In order to verify the influence of pH on rooting, three levels of pH
(5.4; 6.0 and 7.0) were tested. After inoculation, the explants were maintained in
a growth room with light intensity of 13 pmol.s’.m? and temperature of 24 +
2°C during 30 days. According to the mathematical model used, maximum
number of formed roots (27 roots/explant) can be obtained using 50% WPM
medium with pH adjusted to 7.0 and supplemented with 4.8 mg/L IBA + 4.7 g/L
activated charcoal.

3. INTRODUCAO

A fase final da micropropaga¢io ¢ a indugio de formagdo de raizes em
brotagdes obtidas in vitro.

O processo de enraizamento tanto in vitro quanto in vivo é fortemente
influenciado por fatores ambientais e quimicos, os quais necessitam ser
otimizados para favorecerem a uma maior formagdo de raizes. O sucesso desta
etapa garante a sobrevivéncia da plantula irn vitro.

O objetivo deste estudo foi induzir o enraizamento de brotagdes obtidas

in vitro a partir de segmentos nodais de moreira (Maclura tinctoria).

4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 ENRAIZAMENTO N VITRO

Segundo Moncousin (1986b), o processo de formag3o de raizes pode ser

dividido em 4 fases: indugdo, iniciagdo, organiza¢io e alongamento. A fase de
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indugdo, inicia-se quando a capacidade para a formacdo de raizes é determinada.
Na fase de iniciagdo, mudangas citologicas, como o aumento no tamanho de
células, sdo observadas. A fase de organizacdo caracteriza-se pela observagio
histolégica dos primérdios radiculares e na fase de elongagdo os primérdios
radiculares ja4 se encontram em crescimento para a formacgio do sistema
radicular.

Alguns pesquisadores tem atribuido as auxinas a capacidade de
induzirem as mudangas intracelulares necessarias para a indugio do
enraizamento. No entanto, Druart et al.(1982), sugerem que o processo pode ser
induzido apenas pela auséncia de luz e que as auxinas sio necessirias
principalmente nas fases subsequentes do enraizamento.

Segundo Kulescha (1986), o nivel das auxinas enddgenas é o que
determina a formacdo de raizes adventicias, ou seja, é o acimulo de auxinas
endogenas que induz a formagio de raizes. Geralmente o uso de reguladores de
crescimento aceleram consideravelmente o processo de enraizamento e além
disso, causam um aumento no niimero de raizes formadas. Algumas espécies no
entanto, induzem o enraizamento sem a necessidade da aplicagdo de reguladores
de crescimento. Por exemplo, brotagSes axilares de Acacia aldiba produziram
raizes utilizando-se meio diluido sem adigio de reguladores (George, 1996).

A origem das brotagdes e o tipo de regulador de crescimento utilizado na
fase de indugdo influenciam o processo de enraizamento. Estudos realizados por
Ferreira e Handro (1988), mostram que brotagdes de Stevia rebaudiana
regeneradas diretamente de folhas inoculadas na presenca de 2 mg/L BAP sio
capazes de induzir o enraizamento através do subcultivo na presenga de 0,1
mg/L de AIB. Brotagdes originadas de calos ndo necessitam de reguladores para
O seu enraizamento.

O mimero de raizes formadas no explante normalmente aumenta de

acordo com o aumento da concentragdo de auxinas, porém, quando
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concentra¢des elevadas sio utilizadas, a formagio de calos é verificada (George,
1996). A presenca de auxinas € especialmente necessaria para a indugdo do
enraizamento, o que pode ocofrer apés poucas horas da aplicagdo (Colletl,
1988).

Segundo McClelland et al. (1990), o uso de concentrages elevadas de
auxinas também podem causar necroses nos apices de brotagoes.

As lesOes causadas durante a preparagdo das brotagdes para o
enraizamento, induzem um aumento na concentragio de compostos fendlicos, e
consequentemente, proporcionam um aumento nos niveis de AIA livre na base
das brotagdes (Moncousin, 1986¢).

Hess (1962), analisando plantas com dificuldades de enraizamento,
observou a presenga de um cofator fendlico na indugdo do enraizamento, que
atuava de forma sinérgica com as auxinas. Mosella - Chancel (1980), também
suportam a hipétese da interagdio dos compostos fendlicos durante a indugdo do
processo de rizogénese.

Em geral, a indugdo da formacdo de raizes adventicias requer uma
concentragdo minima de citocinina e uma relagio favoravel entre auxina e
citocinina ( Skoog e Miller, 1957).

A indugdo ao enraizamento é geralmente maxima quando as auxinas s3o
aplicadas imediatamente apds a separagdio das brotagles (Jarvis et al.;1983,
Collet, 1985). Quando as auxinas sdo adicionadas em baixas concentragtes, a
rizogénese pode ndo ser estimulada ou retardada (Moncousin, 1982).

Segundo Kantharaj (1988), um aumento nos niveis de auxinas nos
primeiros estagios do processo de indugdo de enraizamento mostra-se suficiente
para iniciar as primeiras divisSes celulares que levam ao desenvolvimento dos
primordios radiculares.

O envolvimento das peroxidases no controle do nivel interno de auxinas

e em processos fisiologicos como lignificagio, tem sido observado. A
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participagdo de peroxidases no processo de rizogénese é mencionado por Gaspar
(1982), Lewis (1980), Lobarzewshi (1986), Moncousin (1987), Mato (1988) e
Berthon (1989).

Flutuagdes significantes na atividade das peroxidases também tem sido
observado durante o enraizamento de explantes de Prunus (Quoirin,1974), Pinus
(Gaspar, 1977), Malus (Druart, 1982), Sequoiadendron (Berthon, 1987), e Vitis
(Moncousin, 1986a).

Qutro fator que pode influenciar o processo de enraizamento in vitro é o
pH do meio de cultura. Em geral pH entre 4,5 e 5,5 mostra-se eficiente na
indugdo de enraizamento, porém resultados contraditorios foram observados por
Barlass (1980), Sharma (1981), Willians (1984) e Nemeth (1986). Em seus
estudos com frutiferas, Boungainvillea glaba, Prostanthera rotundifolia e
lenhosas nativas foi observado que a faixa de pH ideal varia de acordo com a

espécie.

4.2 CARVAO ATIVADO

Além das auxinas, alguns compostos sdo comumente adicionados ao
meio de cultura para indugdo do enraizamento. O carvdo ativado em
concentragoes de 0,1 a 2% (p/v) € usado para estimular a condi¢do de escuro no
qual as raizes normalmente se desenvolvem. Quimicamente, o carvdo ativado
exerce efeito diluidor, retendo parte dos compostos que compdem o meio.
Também atuam fixando citocininas residuais liberados pelos tecidos das plantas
ou absorvem compostos toxicos inibidores do enraizamento.

A fixagdo de auxinas pelo carvdo ativado tem, em geral, uma agiio
benéfica no alongamento de raizes. As raizes crescem rapidamente, ramificando-
se bastante e mantendo uma cor mais clara do que quando expostas a luz.

Para a indugio de enraizamento em Eucaliptus, Hevea e Sapium,
Mascarenhas et al.(1982), cultivaram brotagdes em meio MS 50% acrescido de
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0,25% de carvdo ativado e auxinas. Comparado com os outros dois géneros, este
processo reduziu consideravelmente o tempo gasto para o enraizamento em
Sapium.

O enraizamento de ramos de goiabeira foi obtido utilizando-se meio MS
50% acrescido de 1,5% de sacarose, 0,1% de carvdo ativado e 1 mg/L de AIB e

ANA (George, 1996).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 ENRAIZAMENTO IN VITRO

Brotagdes obtidas a partir de segmentos nodais, com aproximadamente 2
cm de comprimento, foram transferidas para meio WPM 50% (Anexo 2),
suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar e acrescido das combinagdes
entre o regulador de crescimento AIB (0; 1; 2; 4; 6 mg/L) e o antioxidante
carvao ativado (0; 0,5; 1; 2; 4; 6 g/L).

O pH do meio de cultura foi ajustado antes da autoclavagem em trés
faixas diferentes: 5,4; 6,0 e 7,0. Apds o ajuste de pH, os meios de cultura foram
autoclavados por 15 minutos a 120°C.

Apds inoculados em camara de fluxo laminar, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento sob intensidade luminosa de 13 p mol.s’.m? a
uma temperatura de 24 + 2 °C durante 30 dias, quando foi avaliado o nimero de

raizes por brotagdo.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS
O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com

10 repeti¢Ges por tratamento, sendo que cada frasco continha um explante.

65



e R ——

O numero de raizes obtidas por brotagio foi considerado como tendo

distribui¢do Poisson (ndo-normal), e assim optou-se pelo uso do enfoque de
modelos lineares generalizados (Demétrio, 1993), utilizando a fungdo logistica
como ligagdo canonica "n" ou seja :

n=kn.A
em que "A" € o parametro da distribui¢do Poisson.

O preditor linear "n" correspondeu a:

n=ptt
em que "u" € o efeito de uma constante e "t;"o efeito do tratamento i. Como os
tratamentos s3o de natureza quantitativa, o preditor linear passou a corresponder
a modelos de regressio multipla apropriados (superficies de respostz), se
detectada diferencas significativas entre tratamentos. A escolha do melhor
modelo de regressdo baseou-se na qualidade do ajustamento e se possivel na
auséncia de significincia dos desvios de regressdo. A detecgio de diferencas
significativas foi feita através da Analise de "Deviance" (Demétrio, 1993),
considerando a distribui¢do assintética de qui-quadrado das diferentes redugoes
do modelo.

Para a disposi¢do grafica do modelo linear de regressio, levou-se em
conta que:
fix) = exp{a + BiXy+ B2 Xo + Bs Xo' + By X +Bs X2}

em que f(x) é o modelo de regressio ajustado, que ¢ fungdo de X, (concentracio

de AIB) e de X, ( concentragdo de carvao ativado).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicam que ndo foi observada a formagdo de raizes em

explantes inoculados na auséncia de carvdo ativado. Moncousin (1986a), afirma
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que a maioria das espécies lenhosas necessitam durante o seu processo de
enraizamento, da atuagdo de compostos antioxidantes, como o carvdo ativado,
para minimizar os efeitos maléficos dos compostos fendlicos presentes em
grande quantidade.

Nos tratamentos desprovidos apenas de auxinas, também ndo foi
observado rizogénese, contradizendo o proposto por Druart (1982), o qual
afirma que apenas a auséncia de luz seria suficiente para a indugdo do
enraizamento.

A formagdo de raizes adventicias s6 foi observada em explantes
inoculados em meio de cultura contendo a combinagdo entre auxina e carvao
ativado.

De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado, o numero
maximo de raizes, 27 por explantes, é obtido utilizando-se 4,8 mg/L de AIB
associado a 4,7 g/L de carvido ativado (Figura 18). O mesmo pode ser observado

atraves do diagrama de contomos (Figura 19).

FIGURA 18. Analise de Superficie de resposta para numero de raizes
formadas in vitro a partir de brotagdes em fungao de diferentes
concentragdes de AIB (mg/L) e Carvao Ativado (g/L). UFLA,
Lavras-MG, 1998.
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FIGURA 19. Diagrama de contomnos correspondente a formagio de
raizes in vitro a partir de brotagdes de moreira (Maclura
tinctoria) em fungdo de diferentes concentragdes deAIB
(mg/L) e Carvio Ativado (g/L). Ponto de maximo: AIB =
4,80 e CA=4,70. UFLA, Lavras-MG, 1998.

O aspecto geral das raizes formadas a partir de brotagdes inoculadas em

meio WPM acrescido de 5,0 mg/L de AIB e 4,5 g/L. de CA é demonstrado na
Figura 20.
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FIGURA 20. Brotagdes de moreira (Maclura tinctoria) enraizadas in vitro.
UFLA, Lavras-MG, 1999.

Segundo a analise de "Deviance" (Tabela 6), ndo foi possivel encontrar
um modelo de regressdo multipla com desvios nao significativos. Entretanto,
ficou evidente a alta qualidade do ajustamento considerando a magnitude
relativa das "Deviances". Calculando uma estatistica semelhante ao coeficiente
de determinagdo, a razio da "Deviance" de regressdo pela de tratamentos,

apresenta um alto valor 93,98%.
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TABELA 6. Quadro de anilise de "Deviance" para o nimero de raizes
adventicias formadas. UFLA, Lavras-MG, 1998.

Causas de variaciio GL "'Deviance"
Tratamentos 29 280],2679*#
Regressio 8 2632,6681**
Desvios 21 168,5998++

Residuo 270 681,0686

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

A atividade estimulatdria do carvdo ativado em induzir o enraizamento
de brotagGes também foi reportada por Dumas e Monteuuis (1995), em estudos
com Pinus pinaster. Sanchez e Vilitez (1996), também induziram o
enraizamento em brotacdes de Quercus robur € Querbus rubra utilizando os
efeitos positivos do carvio ativado em conjunto com a auxina AIB.

A inducdo de rizogénese foi altamente influenciada pelo pH do meio de
cultura. A formag3o de raizes adventicias (Figura 21) s6 foi observada em meio
de cultura cujo pH foi ajustado para 7,0. Segundo McCown (1988), nesta faixa
de pH, ndo ocorre redugio da atividade das peroxidases, favorecendo o

enraizamento do explante.
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FIGURA 21. Aspecto visual de brotagdes de moreira (Maclura tinctoria)

inoculadas em meio WPM ajustado em diferentes faixas de
pH. A) pH=7,0; B) pH=6,0; C) pH=5,4. UFLA, Lavras-MG,
1998.
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7. CONCLUSOES

- Foi possivel induzir o enraizamento in vitro de brotagdes de moreira
(Maclura tinctoria) na presenga de AIB e carvao ativado.

- Para se obter o enraizamento in vitro de brotagdes de moreira (Maclura
tinctoria), deve-se utilizar meio WPM com pH ajustado para 7,0 antes da
autoclavagem, acrescido de 4,8 mg/L de AIB e 4,7 g/L de Carvio Ativado.
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CAPITULO VL ACLIMATACAO DE PLANTULAS DE MOREIRA
(Maclura tinctoria) OBTIDAS IN VITRO

1. RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia para a
aclimatagio de plintulas de moreira (Maclura tinctoria) obtidas in vitro. As
plantulas foram transferidas para caixas tipo gerbox contendo vermiculita e
envolvidas por um saco plastico para a forma¢io de uma camara tmida. Em
seguida estas foram mantidos em sala de crescimento & temperatura de 24 + 2 C°
onde permaneceram sob sombrite 70%, 50% e 30%. Os resultados indicaram que
a aclimatagdo de plantulas de moreira (Maclura tinctoria) pode ser obtida através
do aumento progressivo na intensidade luminosa através do uso de sombrite. O
uso de sombrite 70% por sete dias, segunido de sombrite 50% e sombrite 30%
também por sete dias proporcionou uma taxa de sobrevida de plantulas de 97%.

2. ABSTRACT
Acclimatization of plantlets of moreira (Maclura tinctoria) obtained in vitro.

The cbjective of this work was to establish a methodology for the
acclimatization of plantlets of moreira (Maclura tinctoria) obtained in vitro.
Plantlets were transferred to boxes containing vermiculite and surrounded with a
plastic bag in order to form a humid environment. The plantlets were maintained
in a growth room at a temperature of 24 + 2°C under 70, 50 and 30% light
screen. The results indicated that acclimatization of moreira plantlets can be
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obtained through the progressive increase of light intensity using Ight screens. The
use of 70% light screen for 7 days followed by the use of 50 and 30% light screen
also for 7 days each provided 97% plantlet survival.

3. INTRODUCAO

Existem relativamente poucos trabalhos que relatam os detalhes do
procedimento de transplantio e aclimatagio, as dificuldades e as solugdes
encontradas durante este processo. Embora existam algumas regras gerais, a
experiéncia individual, a familiarizagio com a cultura, a escala de trabalho e as
facilidades dispeniveis sdo os principais fatores que determinam a otimizacdo
desta fase.

A transferéncia de plantulas, das condigdes assépticas e heterotroficas,
tipica da cultura de tecidos, para o ambiente externo deve ser realizada de forma
gradativa e cuidadosa, para evitar sua morte.

As modemas abordagens e progressos nessa area, dentre elas a utilizagdo
do controle de ambiente e da automag3o, ressaltam a importancia de se aproximar
as condi¢Oes de cultura das plantas in vitro ao cultivo das plantas em condigdes
autotrofica, visando aumentar as chances de sobrevida apds a fase de
transferéncia para o solo.

O objetivo desse estudo foi determinar as condigGes adequadas para
transferéncia para o campo de plantulas de moreira (Maclura tinctoria)
produzidas in vitro.
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4. REFERENCIAL TEORICO

Segundo Ziv (1995), a multiplicagdo in vitro em larga escala depende da
suplanméodewmoidmososquaisexercanﬁmﬁodefanedemrgiam
par2 o estabelecimento dos explantes, quanto para os estidios sucessivos de
multiplicagdo. O ambiente in vifro, no entanto, pode afetar a morfogénese dos
explantes levando, algumas vezes, a conseqiiéncias negativas ao crescimento e ao
desenvolvimento das culturas, comprometendo assim a obtencio de taxas de
estabelecimento e de multiplicag3o satisfatorias.

A anatomia interna e a ultraestrutura das plantas regeneradas in vitro
sdo, geralmente, diferentes daquelas encontradas em plantas cultivadas em casa
de vegetacdo (Wetzstein et al, 1981). Comparativamente as plantas
desenvolvidas in vivo, em geral, as plantas micropropagadas apresentam-se pouco
lignificadas, com células de paredes pouco espessadas, abundincia de espacos
intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido, e reduzida quantidade de
tecidos de sustentagdo (esclerénquima e colénquima) (Donnelly et al., 1985).
Sabe-se ainda que, as raizes adventicias desenvolvidas em meio de cultura
contendo agar possuem sistema vascular pouco desenvolvido e no caso de plantas
lenhosas e semi-lenhosas, o crescimento secundirio ndo é observado. Como
consequéncia, somente uma pequena porcentagem dessas raizes sobrevive a
aclimatagdo.

Wardle et al., 1979 ressaltam que o aciimulo de grandes reservas de
amido nas folhas de plantas propagadas in vitro é um fator necessario para a
sobrevivéncia das plintulas durante as duas primeiras semanas in vivo. Além do
aparelho fotossintético ineficiente, as folhas das plantulas produzidas in vifro
também possuem menor quantidade de cera epicular do que as plantulas
cultivadas em casa de vegetagio. Tal fato é responsavel pela transpiragio
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excessiva que, aliada a redugfio no niimero de estomatos, ao mal funcionamento
no mecanismo de abertura e fechamento estomditico e & ma estruturagdo do
clorénquima, levam ao dessecamento e murchamento das folhas. Esses fatores sio
considerados como as causas mais comuns da baixa sobrevivéncia pés-
transplantio.

Diante desses fatos, as plantas provenientes da cultura in vitro
necessitam passar por um periodo de aclimatagio antes de serem transferidas
para o solo (Deng e Donnely, 1993).

Entretanto, a aclimatagio pode apresentar custo e tempo elevados,
limitando a micropropagagio em escala comercial.

O sucesso da técnica de propaga¢ao in vitro requer que as plantas que se
desenvolvem heterotroficamente, sob condicdes de alta umidade (90-100%),
posteriormente se adaptem, tomando-se a ser autotroficas e crescam sob
condi¢des de moderada ou baixa umidade. Tradicionalmente a aclimatagdo ex
vitro das plantas micropropagadas € realizada através do incremento progressivo
na irradidncia mantendo-se, inicialmente, alta umidade relativa apds o
transplantio, com gradativa reducdo da mesma, até que a fase de endurecimento
se complete.

Brainerd e Fuchigami (1981) foram capazes de aumentar a sobrevivéncia
de espécies lenhosas simplesmente abrindo as tampas dos frascos, ainda em sala
de crescimento, durante 4 a 5 dias antes do transplantio e submetendo as plantas
a umidade relativa de 30 a 40%. Esta pré- aclimatagio resultou numa adaptacgdo
mais rapida dos estdmatos do que em plantas diretamente aclimatadas em
condigdes de casa de vegetacdo.

O crescimento e o desenvolvimento das plantas em cultura de tecidos
pode nfo se expressar plenamente, nio em decorréncia da composi¢io dos
nutrientes do meio, mas por limitagdes impostas pela atmosfera do frasco
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(Buddendrf-Joosten e Woltering, 1994). A redu¢do do crescimento das plantas
cultivadas in vitro também tem sido explicada através de fatores como baixa
capacidade fotossintética, em fun¢iio de uma rdpida queda na concentragdo de
CO; no recipiente (Fujiwara et al.,1987), pela baixa irradidncia (Lakso,1986),
pelos altos niveis de agiicar do meio (Grout,1988), pela alta umidade relativa
(Ziv, 1986 e Ziv, 1995) e pela agdio do etileno, gerado no interior do frasco
(Buddendorf-Joosten e Woltering, 1994),

Alta umidade relativa, pode condicionar a planta regenerada a reduzir a
formacdo de cera cuticular e epicuticular (Brainerd e Fuchigami et al.,1981), e
também afeta o controle da abertura e fechamento dos estématos em razio da
baixa absorgdo de cilcio (Cassels e Walsh, 1994).

5. MATERIAL E METODOS

As plantulas obtidas in vitro a partir e de segmentos nodais foram
transferidas para caixas tipo gerbox contendo vermiculita (Figura 22).
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FIGURA 22. Aspecto visual de plantulas de moreira (Maclura tinctoria)
obtidas in vitro e transferidas para caixas tipo gerbox.

UFLA, Lavras, MG,1998.

Apos a transferéncia, as caixas foram envolvidas por um saco plastico

transparente (Figura 23), para criar um ambiente saturado de umidade.

FIGURA 23. Caixa tipo gerbox contendo plantulas de moreira (Maclura
tinctoria) envolvidas por saco plastico. UFLA, Lavras,

MG,1998.
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Em seguida, as caixas foram transferidas para sala de crescimento a uma
temperatura de 24 * 2 C° onde permaneceram por 7 dias sob um sombrite 70%
(Figura 24), o quai permitiu que as plantulas recebecem uma intensidade
luminosa de 14 pmol.s’m™. Apés este periodo, o sombrite 70% foi substituido
por um sombrite 50%, o que permitiu que a intensidade luminosa aumentasse
para 25 umol .s'.m?.

Na intensidade Iuminosa de 25 mpmol.s’.m? as plintulas também
permaneceram por um periodo de 7 dias, apés o qual o sombrite 50% foi
substituido por um sombrite 30%, proporcionando uma intensidade luminosa de
75umol .s'.m?.

Concomitantemente, ao final de cada semana, foram feitas aberturas, em
uma das extremidades do saco, de forma a incrementar as trocas de agua e gases.

Apds 7 dias, o sombrite 30% e o saco plastico foram retirados e as
mudas foram transplantadas para vasos plasticos (3L) contendo terra, areia,
esterco na proporgao 3:2:1, onde permaneceram até o plantio definitivo no

campo.



)

FIGURA 24. Aspecto geral da aclimatacdo de plantulas de moreira (Maclura
tinctoria) mantidas em sala de crescimento sob sombrite 70%.

UFLA, Lavras-MG, 1998.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estes estudos indicaram que 15 dias apds o inicio do processo de
aclimatacdo, as plantulas de moreira (Maclura tinctoria) apresentavam o seu
numero inicial de folhas duplicado e um sistema radicular funcional. Apos este
periodo, foi observado que as folhas apresentavam recobertas por ceras
epicuticulares e com o aparato fotossintético funcional. Segundo Brassard (1996),
estas caracteristicas sdo fundamentais para a sobrevida da plantula no ambiente

ex vitro (Figura 25).
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FIGURA 25. Aspectos visuais de plantulas de moreira (Maclura tinctoria)
obtidas in vitro a partir de segmentos nodais, antes e apos o
inicio do processo de aclimatagdo. A) antes da aclimatagdo; B)
apos aclimatacdo UFLA, Lavras, MG,1998.

O periodo de 15 dias, para que as plantas passem para uma condi¢do
autotrofica também é sugerido por Ziv (1995).

A taxa de sobrevida das plantulas de Moreira (Maclura tinctoria) apés o
transplantio para vasos plasticos foi de 97% (Figura 26). Segundo Pereira Pinto¥*,
uma taxa de perda durante o processo de aclimatagdo de até 4% é considerada
admissivel.

*Pereira Pinto, J.E.B. (UFLA-MG) Comunicagao pessoal, 1998.
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FIGURA 26. Plantulas de moreira (Maclura tinctoria) aclimatadas e
transplantadas para vasos. UFLA, Lavras, MG,1998.

Taxas de sobrevida semelhantes também foram observadas por Pattnaik ,
Sahoo e Chand (1996), durante a aclimatagdo de plantulas de Morus acidosa e
Morus australis. Ja Deshpande, Josekutty e Prathapasenan (1998) obtiveram
100% de sobrevida apoés aclimatagdo de plantulas de Ficus religiosa.

7. CONCLUSOES

- Foi possivel a aclimatagdo de plantulas de moreira (Maclura tinctoria)
produzidas in vitro a partir de segmentos nodais.

- Recomenda-se para a aclimatagdo de plantulas de moreira o uso de
sombrite 70% por 7 dias seguido de sombrites de 50 e 30 % também por 7 dias,
cada.

- A taxa de sobrevida de plantulas alcangada com este procedimento foi
de 97%.
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ANEXO

TABELA 1. Composigdo basica do meio MS (Murashige e Skoog, 1962)

SAIS CONCENTRACAO FINAL

(mg/L)

NH,NO, 1650
KNO, 1900
KH,PO, 170
H;BO; 6,2
NaMo0,4.2H,0 0,25
CoCL,.6H,0 0,025
Kl 0,83
CaClL.2H,0 440
MgSO0..7H;0 370
MnSO, H,0 22,3
ZnS0,.7H,0 8,6
CuSO4.5HzO 0,25
FeSO,.7H,0 27,8
Na, EDTA 37,2
MIO-INOSITOL 100
TIAMINA HC! 1,0
PIRIDOXINA.HCI 0,5
ACNICOTINICO 0,5

GLICINA 2,0
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TABELA 2. Composigdo basica do meio de cultura Wood Plant Medium (Lloyd

e McCown, 1980).

SAIS

NH4NO;
KH,PO,
H;BO;
NaMo0,.2H,0
CaCl,.2H,0
MgS 04. ?H;O
MnSO,.H,0
ZnS0,.7H,0
CU.SO.1..5H20
FeS 04.7}‘110
Na, EDTA
MIO-INOSITOL
TIAMINA HCl
PIRIDOXINA HCI
AC.NICOTINICO
GLICINA

CONCENTRACAO FINAL
(mg/L)
400
170
6,20
0,50
96
370
22,30
8,60
0,50
27,8
37,2
100
0,50
0,50
0,50
2,00
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