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RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Micropropagacio de pequizeiro (Caryocar
brasiliense camb.). 2004. 239p. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. '

O interesse mundial por frutas nativas do Brasil vem se
intensificando a cada ano e o Cerrado € um dos biomas brasileiros que mais
contribuem para o fornecimento destas frutas. O pequizeiro (Caryocar
brasiliense Camb.) € um exemplo desta realidade, considerada uma espécie
bastante promissora que pode ser empregada em programas de revegetacdo
de éreas degradadas e em programas de renda familiar, por possuir frutos
oleaginosos muito apreciados pela populagdo do Cerrado e madeira de 6tima
qualidade. A crescente ocupagio do Cerrado pela expansdo agricola tem
levado a destrui¢do do pequizeiro para o qual, apesar da grande produc@o de
frutos, nio se observa a regenerag3o natural em escala significativa. Um dos
problemas encontrados no desenvolvimento dessa espécie € a produgdo de
mudas, pois, além de possuir espinhos, o que dificulta 0o manuseio, as
sementes apresentam baixo indice de germinag3o devido a dorméncia
tegumentar e 2 presenca de inibidores Este trabalho teve como objetivo
estudar os fatores da propagagdo in vitro de pequizeiro, propiciando a
obtengdo de um protocolo otimizado passivel de utilizagio para a produgéo
de mudas. De acordo com os resultados deste trabalho observou-se que uma
maior porcentagem de germinacdio e um maior IVG foram obtidos com o
cultivo in vitro das sementes do pequizeiro. Para a obtengdo de calos, 0
tratamento mais efi cnente foi o cultwo dos explantes em meio WPM
acrescido com Img L' de TDZ + 2mg L'de24-D.Na mdug:io de calos em
anteras, o melhor u'atamento foi a utilizagdo de 4mg L' de BAP + 2g L'de
carvio ativado + 400mg L' de 4cido citrico. A presenga de BAP no meio de
cultivo & essencial para a inducfio de brotagdes em segmentos nodais de
pequizeiro, sendo a combinagdo de BAP ¢ ANA mais efetiva. Também
foram obtldas brotagGes adventncras a partir de calos por meio da utilizagdo
de 2mg L' de BAP + 0,05mg L' de ANA. Para a induglio de raizes em
brotacSes obtidas in vitro, foi necessdria a utilizagiio de AIB. Ao fim deste
trabalho, foi possivel obter plantulas de pequizeiro aclimatizadas.

! Comit2 Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA.



ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Pequi tree micropropagation In: Pequi tree
(Caryocar brasiliensis Camb.) micropropagation 2004. p.239. (Doctorate in
Plant Physiology). Universidade Federal de Lavras — Lavras — MG.!

The world interest in brazilian native fruit is increasing every year
and the cerrado is one of the brazilian biome that contribute with these fruits.
The pequi tree (Caryocar brasiliensis Camb.) is one of these fruits,
considered a promising specie that can be used in vegetation program of
degraded areas and in program for farmers with low income tax. It is a
oleaginous fruit very appreciated by Cerrado population and also has a high
quality wood. The growing Cerrado occupation by agricultural expansion
has caused the pequi tree destruction, despite the high fruit production, there
is no natural regeneration in significative scale. One of the problems found
during this specie development is the seedling production, due the thomn
presence and the low germination index (IVG) due tegument dormancy and
inhibitors presence. This research aimed to study the pequi tree propagation
factors in vitro in order to obtain a optimized protocol to produce seedlings.
According to the results of this research it was observed a higher
germination percentage and higher IVG with in vitro cultivation seeds of
pequi tree. To obtain callus the most efficient treatment was to inoculate
explants removed from donor plants in WPM with Img L' TDZ + 2mg L
of 2,4-D. The callus induction in anthers the best treatment used was 4 mgL"
of BAP + 2mgL"! of activated charcoal + 400mg L of citric acid. For shoot
induction in pequi tree nodal segment it was observed that the presence of
BAP in the cultivation medium is essential for the shooting induction of
pequi tree being the combination of BAP and ANA the most effective
shooting induction. There were also obtained adventitious shooting from
callus using 2mg L' of BAP + 0,05mg L' of ANA. For root induction in
shooting obtained in vitro it was necessary the AIB utilization. In the of this
research was possible to obtain acclimatized pequi tree seedlings.

! Guidance Commitee: Orientador: Renato Paiva - UFLA (Major Professor),
Patricia Duarte de Oliveira Paiva - UFLA.
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1 INTRODUCAO

O interesse mundial por frutas nativas do Brasil vem se intensificando a
cada ano e o Cerrado é um dos biomas brasileiros que mais contribuem para o
fornecimento destas frutas.

A regido do Cerrado apresenta uma das diversidades mais ricas dentro da
vegetagdo savinica do mundo, na qual uma vegetacdo rasteira, formada
principalmente por gramineas, coexiste com érvores esparsas, baixas, tortuosas,
casca grossa, folhas largas e sistemas radiculares profundos. Esta vegetacao
apresenta estratégias de adaptagdo  seca, como raizes alcani;ando profundidades
superiores a 10m, germinagdo de sementes na época das chuvas e crescimento
radicular pronunciado nos primeiros estddios de desenvolvimento (Sano &
Almeida, 1998; Pinto, 1993).

O Cerrado é considerado um recurso natural renovével que, se for
manejado adequadamente, pode gerar ocupacdo permanente para um grande
niimero de pessoas, além de fomecer matéria-prima para a industria e preservar
a biodiversidade, garantindo a conservagio da fauna e flora nativas, bem como a
manutengio da qualidade da dgua (Pozo, 1997).

No Brasil, muitos sdo os produtos explorados de forma extrativista, como
borrachas, gomas ndo eldsticas, ceras, fibras, oleaginosas, tanantes, alimenticias,
aromiticas, corantes, medicinais, téxicas, madeira, caga e pesca, entre Outros.
Para alguns destes produtos, evidencia-se o esgotamento das reservas naturais
existentes (Homma, 1993).

Pozo (1997), em estudos realizados nas comunidades do Norte de Minas
Gerais, observou que a vegetagio do Cemrado nas proximidades destas
comunidades é explorada de forma extrativista. O pequizeiro é¢ um exemplo
desta realidade, considerada uma espécie bastante promissora, que pode ser
empregada em programas de revegetagdo de dreas degradadas e em programas



de renda familiar, por possuir frutos oleaginosos muito apreciados pela
populagio do Cerrado e madeira de 6tima qualidade (Carvalho, 1994; Gribel &
Hay, 1993; Melo, 1987).

A crescente ocupagio do Cerrado pela expansio agricola tem levado 2

destruigdo do pequizeiro para o qual, apesar da grande produc@o de frutos, ndo
se observa a regeneragdo natural em escala significativa (Melo, 1937).

O pequizeiro é uma das espécies mais conhecidas no estado de Minas
Gerais. Como & tipica do Cerrado, e este aparece em cerca de 80% do territério
mineiro, a maioria da populagio conhece esta espécie e, principalmente, seu
fruto. No ano de 2001, em concurso realizado pelo Instituto Estadual de Floresta
- MG, o pequizeiro foi eleito & drvore simbolo do estado de Minas Gerais (IEF,
2004).

Sua importincia est expressa pela Portaria Federal 54, de 05 de margo de
1987, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA), que impede o corte e a comercializagdo de sua madeira
em todo o territério nacional (Ribeiro, 2003; Wemeck, 2001).

Enfatizando o valor econdmico do pequizeiro, Pozo (1997) relata a
presenca de fébricas de licor de pequi no norte de Minas Gerais, responséveis
pela produgiio de milhares de caixas de licor por ano, 0 que representa dezenas
de empregos permanentes ¢ uma expressiva contribui¢do anual em ICMS e IPL.

A castanha, outro subpro;iuto do pequi, pode ser utilizada como
ingrediente de farofas, doces e pagocas, e € comercializada in natura a R$1,00/
medida (medida = 20 a 24 castanhas). Das castanhas também se extrai 6leo, que
pode ser obtido a um prego de R$ 20,00 / litro. O fruto in natura sem casca é
ofertado por diizia ou por litro. Uma dizia de pequi pode atingir o prego de
R$4,00 no inicio da safra (novembro), chegando a cair a R$1,00 no final da safra
(fevereiro) (Melo, 2004; comunicagéo pessoal).



Para os produtores rurais do Norte de Minas Gerais, o pequi chega a
contribuir com 17,73% da renda familiar, atrds apenas do feijao (33,52%) e da
mandioca (32,64%) (Pozo, 1997).

A exploragdo do pequizeiro fundamenta-se na coleta de frutos, o que
caracteriza uma agdo extrativista. Tendo em vista que o produto mais extraido
do pequizeiro € o fruto e que a tendéncia tem sido o crescimento da quantidade
extraida, pode-se especular sobre o seu possivel aniquilamento no futuro (Pozo,
1997).

Um dos problemas encontrados no desenvolvimento dessa espécie € a
producdo de mudas, pois, além de possuir espinhos, o que diﬁculta 0 manuseio,
as sementes apresentam baixo findice de germinagio devido 2 dorméncia
tegumentar e presenca de inibidores (Miranda et al., 1987, Dombroski, 1997;
Melo & Gongalves, 1991).

Paralelamente as agdes conservacionistas, o cultivo in virro & uma
alternativa de propagacio do pequizeiro, sendo uma ferramenta importante para
sua propagagdio, técnica essa de eficiéncia comprovada para muitas espécies
lenhosas de diffcil propagagao Sexuada.

Este trabalho teve como objetivo estudar os fatores da propagacio in vitro
de pequizeiro, propiciando a obtencio de um protocolo otimizado passivel de

utilizagdo para a produgdo de mudas.
2 O PEQUIZEIRO

O pequizeiro (Figura 1) é uma espécie arbérea nativa dos Cemados
brasileiros pertencente 2 famflia Caryocaraceae (Aradjo, 1995). E também
conhecido, de acordo com a regifio de ocorréncia, por pequi, piqui, piquid-bravo,
améndoa-de-espinho, grio-de-cavalo, pequii, pequid-pedra, pequerim, suari €
piqui.



FIGURA 1 Aspecto visual de um pequizeiro adulto. Lavras, UFLA, 2004.

O nome pequi se origina da palavra tupi “pyqui”, em que Py significa casca
e qui, espinho (Fundagfio Centro Tecnologico de Minas Gerais, citado por Almeida
& Silva, 1994).

E uma planta semidecidua, heliofita, seletiva xerdfita, sendo assim
caracteristica do Cerrado brasileiro. Ocorre geralmente em agrupamentos mais ou
menos densos, tanto em formagdes primdrias como secunddrias e pioneiras Sua
ocorréncia abrange todo o Cerrado brasileiro, com distribuigdo nos estados da Bahia,
Ceard, Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Sdo Paulo e Tocantins. (Lorenzi, 2000).

O pequizeiro floresce nos meses de agosto a novembro, com os frutos
iniciando a maturagfio em meados de novembro, podendo ser encontrados até o
inicio de fevereiro (Lorenzi, 2000; Almeida et al., 1998).



O pequizeiro é considerado uma espécie de interesse econdmico,
principalmente devido ao uso de seus frutos na culinaria, como fonte de
vitaminas e na extragdo de 6leos para a fabricagdo de cosméticos (Almeida &
Silva, 1994). Na medicina popular, ¢ utilizado para tratamento de problemas
respiratorios, como afrodisiaco e suas folhas sdo adstringentes, além de
estimular a produgdo da bilis (Almeida & Silva, 1994, Branddo et al., 2002).

A casca do pequizeiro, além de ser utilizada em curtume, ¢ tintorial,
fornecendo tinta amarelo-castanha, bastante empregada pelos teceldes mineiros
(Branddo et al., 2002).

Sua madeira ¢ de 6tima qualidade e alta resisténcia (Almeida & Silva,
1994), moderadamente pesada e de boa durabilidade, sendo utilizada na fabricagdo
de moirdes e lenha, propria para xilografia, constru¢do civil ¢ naval, dormentes,
fabricagdo de méveis e fonte de carvio para siderurgias (Ribeiro, 1996).

Segundo Almeida et al. (1998), essa espécie também ¢é considerada planta

ornamental pela beleza de suas copas e das flores alvas (Figura 2).
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FIGURA 2 Flor de pequizeiro. Lavras, UFLA, 2004.



FIGURA 2 Flor de pequizeiro. Lavras, UFLA, 2004.
Devido a presenga de espinho, seu plantio ndo ¢ recomendado em pastagens,

pela possibilidade de ocasionar acidentes em bovinos (Branddo et al., 2002).

Os frutos (Figura 3) sdo utilizados na alimenta¢do humana e na industria
caseira para a extragdo de 6leos e produgdo de licores. O carogo com a polpa
(mesocarpo) pode ser cozido com arroz, feijdo, galinha, batido com leite, usado para

o preparo de licor e para extragdo de manteiga (Lorenzi, 2000; Almeida et al., 1998).

FIGURA 3 llustragdo demonstrativa dos frutos do pequizeiro. Lavras,
UFLA, 2004.

O dleo da polpa apresenta efeito tonificante, além de atuar contra bronquites,
gripes, resfriados e no controle de tumores. Os frutos contém vitamina A e C,
tiamina, proteinas e sais minerais. O 6leo de pequi ¢ utilizado na medicina popular
para sanar problemas oftalmologicos relacionados a deficiéncia de vitamina A,
uma vez que o fruto apresenta altissimo teor de carotendides (Ribeiro, 1996;
Branddo et al., 2002). Na indistria cosmética, fabricam-se cremes para a pele tendo
0 pequi como componente (Almeida et al., 1998).

A parte do pequi utilizada na indastria e culinaria é a estrutura
denominada de pireno, encontrada no interior de frutos drupaceos, com cinco
léculos. Os pirenos, em numeros de 1 a 4, se desenvolvem nos léculos e sdo

compostos de mesocarpo, endocarpo, tegma e embrido hipocotiledonar. O



o endocarpo, onde ocorre grande quantidade de espinhos. O mesocarpo é
camoso e corresponde a parte comestivel do fruto (Barradas, 1972, 1973).

Os frutos sio consumidos por virias espécies da fauna, auxiliando a
disseminagdo da espécie. O carogo € lenhoso e formado por uma grande quantidade
de espinhos (Lorenzi, 2000).

3PROPAGACAO

3.1 Propagaciio sexuada

Entre os momentos mais criticos de um ciclo do desenvolvimento de um
vegetal estd o da germinagio, caracterizada por Bewley & Black (1994) como
sendo um processo fisio-metabdlico de natureza complexa que leva a retomada
do crescimento do eixo embrionério da semente e 2 protrusdo da radicula no
tegumento.

Santana (2003) comenta que a germinagdo é basicamente composta por
trés fases: embebicdo (quando acontece A reativagdo do metabolismo), indugéo
de crescimento e protrusido da radicula.

Segundo Bewley & Black (1994), a embebicgo pode ser definida como o
conjunto de processos fisicos que ocorrem em fungdo das propriedades dos
coléides e suas dimensdes variam com a permeabilidade do tegumento,
composicdo qufmica da semente, da drea de contato entre a semente e a dgua,
com a pressdo hidrostética e o estado fisioldgico da prépria semente.

Sob condi¢des adequadas de temperatura e umidade, a semente de pequi
inicia a germinagdo a partir de um més de plantio, podendo levar de 6 a 11
meses para concretizar o processo (Miranda, 1987). A utilizagdo de tratamentos
de quebra de dorméncia proporcionou taxas de 30% de germinag¢io quando se



utilizou tratamento a frio (2°C por 24h) (Miranda, 1987) e 36% utilizando
pirenos sem espinhos ¢ condicionamento a 4°C por 24h (Melo, 1987).
Dombroski (1997), comparando niveis de escarificacdo € efeito de GA;,
observou que a germinagio ocorreu até 56 dias ap6s a semeadura, indicando que
a utilizagio de reguladores de crescimento pode ter efeito benéfico na
germinagfo do pequizeiro. _

A obtengiio de explantes para a experimentagdo in vitro pode ser realizada
por meio da germinag@o in vitro, 0s quais sdo especialmente utilizados quando o
estabelecimento de culturas via material oriundo do campo ou de casa de
vegetagio apresenta o problema de contaminagio endégena severa (Santana,
2003).

3.2 Propagacio assexuada in vifro

Devido as dificuldades encontradas no processo de propagagdo do
pequizeiro por meio de sementes, a cultura de tecidos aparece como uma
solugdo que pode favorecer a obtengio de mudas de pequizeiro.

As técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas principalmente
quando a propagacdo sexuada € insatisfatéria, quando a progénie obtida é muito
heterogénea ou em casos em que a propagagdo por sementes nao ocorre
naturalmente. Na multiplicagio in vitro hd grande ecomomia de tempo e
possibilidade de produgdo de clones promissores e livres de patégenos por meio
de cultura de meristemas (Pierik, 1990; George, 1993).

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou um 6rgio) € isolado e cultivado sob
condigBes assépticas em um meio artificial. O principio bdsico da cultura de

tecidos ¢é a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no organismo



vegetal contém toda a informagao genética necessdria para a regeneragio de uma
planta completa (Torres et al., 1998).

Nas plantas, a maioria das divisdes celulares coordenadas ocorre em dreas
concentradas conhecidas como meristemas e estes estdo distribuidos em vérios
pontos do organismo, durante o seu desenvolvimento. O funcionamento dos
meristemas pode ser ativado ou suprimido, de acordo com os padrbes de
diferenciagdio ditados por mecanismos de controle genéticos e / ou ambientais
(Wareing, 1982).

Células em fases relativamente iniciais do desenvolvimento, tais como os
tipos quiescentes de parénquima e as células dos meristemas, os tecidos do
cambio vascular e os tecidos embriondrios, estio num estado definido como
indeterminado. As células indeterminadas sdo, por definigdo, capazes de mudar
para diferentes vias do desenvolvimento, dependendo das condicdes da planta e
das caracteristicas ambientais impostas a elas. As células indeterminadas podem
também proliferar rapidamente para produzir massas celulares conhecidas como
calos (Yeoman & Forche, 1980).

Por outro lado, as células que ji chegam a um estado de desenvolvimento,
além do qual elas sdo destinadas a produzir diferentes tipos de células
especializadas, por exemplo, elemento do sistema vascular lignificado do xilema
e floema e células suberizadas cértex, j4 atingiram um estado determinado.
Conseqiientemente, células vegetais indeterminadas podem exibir totipoténcia,
além de apresentarem um alto grau de plasticidade em sua resposta a estimulos
fisiolégicos e ambientais, sendo que as células determinadas podem, 4s vezes,
desdiferenciarem-se (Matthell et al., 1994).

O crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas por meio da cultura de
tecidos t3m como base os mesmos principios fisiolégicos das plantas

desenvolvidas em outras condigdes.

10



Durante o desenvolvimento de um organismo, o processo de
diferenciagdo celular reflete o efeito de pelo menos trés fatores: o fator genético,
as caracterfsticas originadas durante a ontogénese e as caracteristicas cuja
expressio dependem apenas do ambiente (Kerbauy, L999).

Em viérios tecidos cultivados in vitro a ‘utilizagio de substincias
reguladoras de crescimento apresenta importincia fundamental para o
estabelecimento da competéncia e determinagio, imprescindiveis para a
formagio de meristemas caulinares e ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os
reguladores de crescimento exercem sua agdo apés o reconhecimento por
receptores especificos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais
hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos (Guerra et al., 1999).

O sinergismo entre auxinas € citocininas € critico para o controle da
morfogénese in vitro. Elevadas concentragbes de citocininas e baixas de auxinas
induzem, predominantemente, a formagéo de gemas em detrimento da formagao
de raizes e calos e vice-versa . Em geral, a rizogénese ¢ induzida pela presenca
isolada de auxina ou em combinago com uma citocinina em baixa concentragio
(Santana, 2003).

As auxinas e as citocininas sio as classes de reguladores de crescimento
mais utilizadas na cultura de tecidos. A formagdo de raiz, parte aérea ¢ calo de
tecidos € regulada pela disponibilidade e interagio destas duas classes de
reguladores de crescimento (Skoog & Miller,1967).

As diversas técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser divididas
em dois grupos: organogénese e embriogénese soméltica (Pasqual et al., 1997). A
organogénese ¢ definida como a formagfio de estruturas a partir de tecidos e
células, podendo ocorrer por duas vias: direta, pela regeneragio de plantas
provenientes de tecidos ndo meristeréticos, sem passar pela indugdo de calos,
apresentando alta fidelidade genética e, por via ind’ireta, quando o processo de

regeneragio € precedido pela formagdo de calo. A partir das células do calo
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surgem gemas adventicias capazes de desenvolver novas estruturas, tanto parte
aérea e rafzes quanto embrides (Grattapaglia & Machado, 1998).

Apés'o desenvolvimento das brotagdes oriundas de gemas cultivadas in
vitro, essas sdo repicadas e transferidas para um meio de cultura suplementado
com auxina e carvio ativado para favorecer o desenvolvimento do sistema
radicular, resultando, assim, na formagéo de novas plantulas, que seguem para a
fase de aclimatizagiio. A aclimatizagdo se caracteriza pela mudanga de uma
condigdo heterotréfica para autotréfica. Plantulas oriundas do cultivo in vitro
podem apresentar algumas deficiéncias anatémicas, morfolGgicas e fisiologicas.
Isto contribui para a rdpida desidratagfo da plantula quémdo transferida para
ambiente normal, comprometendo, assim, seu estabelecimento ex vitro (George,
1993). '

A manutengio do crescimento ativo das brotagdes € importante porque a

" aclimatizagdo e o desenvolvimento de condigdes autotréficas dependem do novo
crescimento ap6s a transferéncia para o ambiente ex vitro. Imediatamente apds o
transplante, as plantulas devem ser mantidas em alta umidade e gradualmente
expostas as condi¢des ambientais para prevenir a desidratacdo (Zimmerman,
1988).

3.2.1 Propagaciio in vitro de plantas lenhosas

Viérios estudos tém sido realizados visando 2 produgdo de mudas de
plantas lenhosas, principalmente frutiferas nativas, para serem utilizadas na
expansio comercial ¢ no reflorestamento de 4dreas degradadas. No entanto,
virios problemas, como alta perecibilidade dos frutos, assincronia no
amadurecimento, alternincia de safras e dificuldades de propagagdo, t€m

inviabilizado a exploragio racional de vérias espécies. Algumas destas
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dificuldades podem ser superadas utilizando mudas uniformes, ndo originadas de
sementes, principalmente através da cultura de tecidos (Paiva et al., 2002).

A micropropagagiio de espécies lenhosas vem sendo estudada ﬁé vérias
décadas e tem como objetivo bésico o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicagdo clonal de individuos superiores, a qual tem sido feita
principalmente via gemas pré-existentes ou cultura de calos derivados de
diferentes tecidos. ;

Dentre os vérios trabalhos de micropropagagio e cultura de tecidos com,
espécies lenhosas, o Laboratério de Propagagio de Plantas do Setor de
Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA) vem
apresentando trabalhos pioneiros nesta 4rea do .conhecimento, dedicando
esforgos para solucionar problemas encontrados na produgio de mudas de
espécies lenhosas frutiferas. Por exemplo, destacam-se os estudos realizados por
Dombroski (1997) com pequizeiro (Caryocar brasiliensi Camb.), Gomes (1999)
com moreira (Maclura tinctoria (L.) Gaudichaud), Decceti (2000) com Annona
glabra, Nogueira (2003) com muricipequeno (Bysornima intermedia), Soares
(2003) com ingé [Inga vera Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.].

3.2.2 Meios nutritivos

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura é constituido de
componentes essenciais (4gua, sais inorginicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (amino4cidos, amidas, 4cidos
orgénicos e substincias naturais complexas). A composi¢do do meio de cultura tem
importante papel nas respostas de crescimento de células e tecidos in vitro (Borgatto
etal., 2002).

As plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigéncias nutricionais

especficas. Assim, ao excisar parte da planta, para cultivo in vitro, observa-se que
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os explantes niio sio completamente autotréficos e requerem meios nutritivos
suplementados com as necessidades exégenas da célula, em termos de elementos
essenciais, constituintes orgénicos e energia (Torres et al., 2001).

Assim, o meio MS (Murashige & Skoog, 1962) € um dos mais utilizados na
cultura de tecidos da grande maioria das espécies, sendo realizadas algumas
aiterages de acordo com o explante utilizado (Caldas et al., 1998).

Os meios de cultura podem ser ainda modificados de acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e a espécie na qual se est4 trabalhando, sendo
importante deter o conhecimento da imﬁortﬁncia de cada elemento contido em um
meio de cultivo. Como é o caso do meio WPM (Wood Plant Medium) desenvolvido
por Lloyd & McCown (1980), o qual foi desenvolvido em especial para plantas

lenhosas.
3.2.3 Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro de espécies nativas, em fungio de suas
caracteristicas peculiares, apresenta problemas, tais como oxidagio e
contaminacio (Sato et al., 2001).

A aplicagdio da técnica de propagagio vegetativa in vitro em espécies
arbéreas freqgiientemente encontra o problema de contaminagfo no inicio das
culturas (Murashige, 1977).

Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento
do explante in vitro diz respeito A contaminagio bacteriana ou fiingica,
principalmente presente na superficie dos tecidos de folhas, gemas e segmentos
nodais. E freqiiente deparar-se com contaminagio presente no interior dos
tecidos e que é conhecida como contaminagio endégena. Este tipo de
contaminagio &€ mais freqgilente em explantes derivados de plantas cultivadas no

campo (Teixeira, 2004).
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Os principais compostos utilizados para a desinfestagdo sdo o etanol e o
cloro. O modo de agdio do etanol consiste na rdpida desnaturagéo protéica e
dissolugdo de lipidios, tendo como desvantagem o fato de ser pouco ativo contra
esporos fiingicos. O cloro inativa enzimas e age como oxidante, tem efeito sobre
bactérias e sua desvantagem é o odor irritante e também baixa atividade contra
esporos (Pasqual et al., 2002).

A desinfestagdo de segmentos de brotos, folhas e botdes florais pode ser
feita com 4lcool etilico comercial na concentragio de 50% a 70%, por um
periodo de 1 a 3 minutos, seguido de um tratamento com hipoclorito de sédio ou
célcio 0,5% a 2% (P/V) por 5 a 20 minutos ¢ de 3 a 5 lavagens com dgua
destilada autoclavada por um pericdo minimo de 5 minutos (Teixeira, 2004).

Quando a descontaminagdo tradicional € ineficiente, ela pode ser
melhorada com o uso de fungicidas e bactericidas (Alves Junior et al., 2003).

~ A contaminacdo por fungos endbgenos pode ser eventualmente
controlada com cultivos na presenga de Benomyl, na concentragio de 500 a
2000mg L. O Benomyl pode ser autoclavado no meio de cuitura (Teixeira,
2004). Este é um fungicida o que possui atividades preventivas, curativa e
sistémica contra numerosos grupos de fungos, apresenta baixa toxicidade e, de
modo geral, nfio provoca fitotoxicidade (Sato et al, 2001). No entanto este
fungicida ndo € mais comercializado, havendo a necessidade de se utilizar outros
fungicidas tais como o Captan.

Para se tentar eliminar a contaminaggo, o meio de cultura também pode
ser enriquecido com antibi6ticos. Vérios antibiético; podem ser utilizados, mas,
a cefatoxima é uma das mais utilizadas em concentfagées de 1002250mgL" e
deve ser adicionada ao meio de cultura apés a autociavagem. A sua esterilizagdo
deve ser feita via filtragdo, em filtros de poros iguais ou menores que 0,22um de
diametro (Teixeira, 2004). |
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No estabelecimento da cultura, dependendo do tipo de explante usado,
microrganismos superficiais e endoffticos podem ser levados para a cultura in
vitro. Na cultura de meristema, a maioria dos microorganismos pode ser
eliminada, enquanto que na folha, peciolo ou explantes nodais, muitos ou quase
todos os microrganismos podem ser levados para a cultura (Cassells et al.,
1988).

A oxidagio fenélica representa um dos mais sérios problemas,
especialmente durante a fase de estabelecimento da cultura in vitro de explantes
de espécies lenhosas. As plantas perenes lenhosas sio consideradas ricas em
substincias derivadas do metabolismo secundério como 0s polifendis, os quais
exercem importante papel no metabolismo destas espécies, bem como na defesa
contra predadores e microorganismos (Teixeira, 2004).

Esses compostos fenélicos sdo oxidados pelas enzimas polifenases,
produzindo substancias téxicas, inibindo o crescimento dos explantes, além de
escurecer 0 meio de cultura (Grattapaglia & Machado, 1998).

Alguns géneros de plantas sdo mais suscetfveis 2 oxidagdo fen6lica que
outros, evidenciando que esse processo € altamente dependente do gendtipo e
também do tipo de explante utilizado, sendo que explantes jovens em geral
oxidam menos que os velhos. A época do ano € outro fator importante que
influencia o teor de polifenéis e, conseqilentemente, a oxidagdo in vitro. Em
geral, na época de crescimento existe menor concentragdo de polifen6is nos
tecidos (Teixeira, 2004).

Uma das técnicas possiveis para reduzir esse problema inclui a lavagem,
em 4gua corrente, dos explantes coletados antes da desinfestagdo, auxiliando a
lixiviagdo de compostos fenélicos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Os danos da oxidagdo fenélica podem ser reduzidos pelo cultivo em meio
liquido, no qual os produtos da oxidagdo se diluem. A redugio da concentragio
de 4gar de 0,8% a 0,4% pode resultar numa redugio substancial da oxidagfo
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fenélica. O carvio ativado apresenta cargas residuais, as quais sdo capazes de
adsorver substincias fendlicas ou seus produtos da oxidagdo, as quinonas. O uso
de carvio ativado, contudo, pode adsorver outras substincias do meio nutritivo
como, por exemplo, os reguladores de crescimento, acarretando efeitos
indesejdveis ao cultivo. O PVP (polivinilpirrolidona) € uma poliamida capaz de
adsorver os fendis por meio de ligagdes de hidrogénio, o que previne a oxidagao
e polimerizagdo, além de adsorver os produtos da oxidagdo fendlica (Teixeira,
2004).

O estabelecimento das culturas pode ter melhores resultados caso os
explantes sejam cultivados no escuro ou em baixa intensidade luminosa durante
as primeiras semanas de cultivo (Durand-Cresswell et al., 1982).

O actimulo de polifendis pode se dar devido a uma inadequag¢do do meio
nutritivo. Freqgiientemente, o cultivo em meios salinos diluidos € mais
apropriado ao cultivo de explante, resultando em menor sintese e oxidagdo

fenolica (Teixeira, 2004).
3.2.4 Calogénese

Uma das metodologias para a propagacdo in vitro mais aplicadas € a
inducdo de calogénese. Calos sdo definidos como aglomerados de células
parenquimdticas nao organizadaé, irregularmente  diferenciadas, que se
multiplicam desordenadamente e se desenvolvem em resposta a injdrias
quimicas ou fisicas. No entanto, os calos podem se diferenciar em tecidos e
6rgaos (Torres et al., 1998).

O cultivo de calos é um método que possibilita a propaga¢io em massa de
uma espécie, sendo também utilizado para a produgdo de metabdlitos
secundérios e € também pré-requisito para o desenvolvimento de um sistema de

transformagao genética.
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Na cultura de calos distinguem-se trés fases: indugdo, divisio e
diferenciagiio celular. Na fase de induggo, as células preparam-se para a divisdo,
o metabolismo é ativado e as células permanecem com tamanho constante
(Aitchison et al., 1977).

Os principais fatores que influenciam a formagao de calos s3o o tipo de
explantes, a composicdo do meio de cultura e as condigdes fisicas de incubagéo
como luz e temperatura. Os melhores resultados de calogénese sdo obtidos
utilizando tecidos jovens, cujas células possuem maior potencial de crescimento
e divisdo do que células adultas.

Desdiferenciagdo, indugdo e regeneragio de plantas a partir de calos s@o,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos ¢ podem demandar algum
tempo (Grattapaglia & Machado, 1998).

As auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultivo para a
indugo de calos e, geralmente, dependendo da concentragdo, causam elongagdo
celular e expansio ou divisio celular. Em geral, com o uso de baixas
concentragdes de auxinas, predomina a formag@o de raizes adventicias, enquanto
que altas concéntmgées induzem a formagio de calos. A interagio entre auxinas
e citocininas também é muito utilizada para a indugdo de calogénese (Gomes,
1999).

A morfogénese de calos nem sempre leva 2 formagdo de plintulas

vidveis. Embora brotos e rafzes possam ser emitidos, pode ndo ocorrer uma
conexiio vascular entre eles, o que é de extrema necessidade para a viabilizagdo
da plantula (Wetmore & Rier 1963).

3.2.5 Cultura de anteras

A androgénese € o fenémeno no qual um gréio de pélen é capaz de alterar

sua rota de desenvolvimento ¢ originar um espor6fito hapléide. Este processo
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ontogenético alternativo ainda é pouco conhecido, apesar de sua potencialidade
tanto para estudos bésicos como para aqueles aplicados para o melhoramento de
plantas (Kaltchuk-Santos & Bodanese-Zanettini, 2004). '

Nas ultimas décadas, inimeros estudos vém sendo feitos visando a
regeneracdo de plantas hapléides a partir da cultura in vitro de células
gametofiticas. Atualmente, a cultura de anteras, por meio do processo de
androgénese, tem sido a técnica mais empregada para a obtengdo de hapléides
(Kaltchuk-Santos & Bodanese-Zanettini, 2004).

A cuitura de anteras é considerada uma ferramenta importante, pois
possibilita a obten¢io de linhagens homozigfticas em uma inica etapa,
acelerando assim a obtengdo de novas cultivares (Pasqual et al., 2002; Andrade,
1998). Segundo Dufour et al. (1995), a0 se utilizar cultura de anteras, o niimero
de plantas necessdrias para a obtengdo de uma nova cultivar € sensivelmente
menor, chegando A raiz quadrada do nimero de plantas utilizadas no
melhoramento convencional. ’

Uma planta hapldide tem somente a memdé do patrimdnio genético, a
duplicagiio de seu niimero cromossémico de maneira espontinea, ou induzida
pela aplicagio de colchicina, recupera a condigio diplide e restaura a
fertilidade. Esta planta, chamada de duplo-haploide serd totalmente homozigota,
uma vez que cada cromossomo teré sua c6pia exata (Moraes-Fernandes, 1990).
Ao eliminar 0 mascaramento causado pela heterozigose, a produgdo do duplo-
hapl6ide traz outra vantagem, que € a de ampliar a eficiéncia de selegdo, tanto de
caracteres qualitativos quanto de quantitativos, facilitando, portanto, a
identificagdo de genétipos superiores (Kaltchuk-Sahtos & Bodanese-Zanettini,
2004).

O uso de hapléides para a obtengdo de plantas homozigéticas, por meio
de duplicagdo do nimero de cromossomos, pode auxiliar os programas de

melhoramento nesta cultura no que diz respeito & obtengio mais rdpida de
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linhagens endogdmicas. A melhor técnica para a obtengdo de hapléides € a
cultura de antera (Luz et al., 2000).

Atanassov et al. (1995) relatam que a técnica de produgio de hapléides
androgenéticos pode ser empregada em trabalhos envolvendo a obtengdo de

mutantes, na fusio somética e, ainda, como alvo para transferéncia de genes.
3.2.6 Enraizamento

O enraizamento de espécies herbéceas & geralmente fécil, porém, o
mesmo niio ocorre com as espécies lenhosas. Esse problema se agrava a medida
que ndo se utiliza material jovem, uma vez que a capacidade de formar rafzes
adventicias, a0 aproximar-se a fase adulta de sua vida, € reduzida (Torres et al,,
1998).

No caso das maiorias das espécies lenhosas, o enraizamento € a etapa
mais dificil da micropropagacio (Hu & Wang, 1983).

Lopes et al. (2001) relatam que a rizogénese pode ser dividida em trés
fases: indugdio, iniciagfio e elongagdo. A duragdo destas fases pode ser deumaa
trés semanas.

Dentre as substincias reguladoras de crescimento, as auxinas exégenas
tém participagiio fundamental no processo de rizogénese, principalmente nas
espécies lenhosas que possuem dificuldades para enraizar (Gaspar & Hofinger,
1988). Gattapaglia & Machado (1998) comentam que a auxina € importante nas
duas fases iniciais da rizogénese e que esta pode ser inibidora na dltima fase, e
que o uso desse regulador de crescimento no meio de cultivo ¢ a posterior
transferéncia do explante para outro isento de auxina sdo indicados para a
indugio e o desenvolvimento de raizes.

As auxinas mais utilizadas para a indugdo de raiz in vitro sdo o AlA,

ANA e o AIB, sendo estes normalmente utilizados em baixas concentragdes no
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meio de cultura (Zimmerman, 1981; George & Sherrington, 1984). Segundo
Pasqual et al. (2000), o regulador de crescimento mais indicado para induzir o
enraizamento de brotos € o 4cido indolbutirico (AIB).

A obteng¢do de uma pléntula com um sisterna radicular bem desenvolvido
é de grande importincia para a sua sobrevivéncia e crescimento nas novas
condi¢Bes ambientais (Pio et al., 2002).

O propésito da rizogénese ¢ a formagiio de raizes adventicias nas partes
aéreas obtidas no estigio de multiplicagdo, o que permite a constituicdo de
plantas completas, para posterior aclimatizagdo.

A fase de enraizamento in vitro se caracteriza pela formacio de raizes
adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicagdo, permitindo, assim, o
posterior transplantio da plantula para condig3es ex vitro.

Com o aumento da concentragio de auxina no meio, George (1996)
percebeu um aumento no nimero de raizes de vérias espécies herbiceas,
formadas por explante. No entanto, quando concentrages elevadas foram
utilizadas, a formago de calos foi verificada. |

O enraizamento de espécies lenhosas, quando comparado ao de espécies
herbiceas, geralmente € mais dificil e se agrava ]h medida que ndo se utiliza
material jovem, uma vez que a restauragio da competéncia de enraizamento
diminui a0 aproximar-se da fase adulta. A qualidade das partes aéreas
provenientes da fase de multiplicagio determina, em geral, 0 sucesso do
enraizamento (Deccetti, 2000). | |

Alguns compostos podem ser adicionadoé a0 meio de cultivo para
auxiliar a indugfio da rizogénese. Uma das substéncias mais utilizadas € o carvio
ativado em concentragdes que variam em tomo de Q, 1% a 2% (p/v).

O carviio ativado é utilizado para estimular a condigdo de escuro no qual
as raizes normalmente se desenvolvem. Em termos quimicos, o carvdo ativado

exerce um efeito de retengio de alguns componentes do meio de cultivo, como a
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fixagdo de citocininas residuais liberadas pelos tecidos vegetais e compostos
téxicos inibidores do enraizamento (Gomes, 1999). O carvio ativado pode fixar
também auxinas e reter fendis oxidantes, sendo, de uma forma geral. benéfico,

promovendo o alongamento das rafzes.
3.2.7 Aclimatizacao

A aclimatizagiio envolve o transplantio da plantula da condigdo in vitro
para a casa de vegetagdo, que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de microprdpagat;io de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

Entre os vérios fatores que podem estar envolvidos no processo de
aclimatizagfio, pode-se relacionar o genétipo, o estresse hidrico, a alteragio do
metabolismo heterotréfico para autotréfico, a infecgdo por patégenos e o
estresse pela alteragdo na radiagio (Deccetti, 2000). A mudanga repentina da
umidade 2 qual a plantula estava exposta pode causar danos mesmo em plantas
que apresentefn o aspecto normal.

Assim, torna-se obrigatério que a plantula, ao sair da condi¢do in vitro,
deva passar por um processo de aclimatizagéo antes de ser levada para o campo.
Este processo pode ser dispendioso e levar um tempo considerével, limitando-se,
_ assim, o uso de micropropagagdo em escala comercial (Gomes, 1999).

Segundo McCown (1988), o periodo de aclimatizacdo varia de 1 a 4
semanas e corrige as alteragdes ou anormalidades induzidas in vitro, o que inciui
a transigdo do metabolismo heterotréfico para o autotréfico e o estabelecimento
de relacdes hidricas normais, por meio da regulago da perda e da absorgdo de
dgua.

A eliminagfio da etapa de enraizamento in vitro pode ser vantajosa do
ponto de vista econdmico (Torres et al. 1998). No entanto, a obtengdo de
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enraizamento ex vitro é considerada ficil em espécies herbiceas, mas dificil em
espécies lenhosas. Segundo McCown (1988), o enraizamento varia de acordo
com a espécie, desde o ficil enraizamento e crescimento radicular, até a inibiao

completa.

4 TESTES ESTATISTICOS
4.1 Regressg@o Logistica

A regress3o Logistica pode ser utilizada paré modelar dados binérios em
funco dos pardmetros representando as covari4veis (Balakrishnan, 1992).
Segundo Balakrishnan (1992) o modelo € dado por:

e'ﬁo*ﬂl"’---*ﬁi
prob(y=11B 4.8 ,.--B;) = Ty BB

Em que o valor que y assume represente o evento de interesse, isto €, a resposta

de “sucesso a ser modelado”.

A avaliagdio da qualidade do ajuste do modelo pode ser feito mediante ao
estudo de significincias dos pardmetros e do valor da “deviance” (Balakrishnan,
1992).

4.2 Kruskal-Wallis
Segundo Triola (1999) o teste Kruskal-Wallis é um teste ndo

paramétrico utilizado para comparar médias de tratamentos, mais

especificamente esse teste € um competidor do teste F (paramétrico) aplicado ao
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Delineamento Inteiramente Casualizado, assim, analogamente as hipéteses sdo
as mesmas, isto &, Hy: “Os tratamentos apresentam médias iguais” versus H;:

“Pelo menos um dos tratamentos difere dos demais™ porém a estatistica do teste

¢é dada pela seguinte expressao:
2 2 2
T=__L _R_|+E2_+m+_&_ -3(N+1)
N(N+1)| n, n, n,

Onde: N= Niimero total de observages; k= nimero de amostras; R; soma dos
postos do i-ésimo tratamento e n; niimero de observagGes na i-ésima amostra.

A regra de decisdo é dada por rejeitar Hy caso o valor da estatistica T seja
superior ao quantil da distribuigio Qui-Quadrado com k-01 graus de liberdade.

4.3 Box-Plot

O Box-plot auxilia a ter uma melhor visualizagdo dos dados e para
comparar quais tratamentos diferem entre si. Segundo Bussab & Morettin
(1987), o grifico Box-Plot permite ter uma idéia da posi¢do, dispersdo,
assimetria e dados discrepantes.

O esquema de um Box-Plot esté descrito na Figura 4.
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Figura 4 Esquema de um Box-Plot. A posi¢o central dos valores €
dada pela mediana (J2) e a dispers@o por (d)), as posi¢Ges
Ji, J2 e J; dio uma nogdo de assimetria da distribuigdo. Os
comprimentos das caudas sdo dados pelas linhas que véo
do retdngulo aos valores mais afastados que n#o sejam
outliers, ressaltando que os outliers, ou seja, observagdes
discrepantes s3o consideradas as observagbes que sejam
menores que J;-3/2d; ou maiores que J3+3/2d;.
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GERMINACAO IN VITRO E EX VITRO DE SEMENTES
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Germinacio in vitro e ex vitro de sementes. In:
Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.). 2004. p.33 -
42. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Dentre virias espécies frutiferas encontradas no cerrado brasileiro, o
pequizeiro vem se destacando no cenério nacional por possuir frutos comestiveis e
madeira de alta qualidade. Por estas caracteristicas, 0 pequizeiro tem um grande
potencial de atingir mercados internacionais. As dificuldades encontradas no
processo de propagagdo do pequizeiro por meio de sementes, devido,
principalmente, 2 baixa taxa de germinagZio e presenga de espinhos, valoriza a
busca por solugdes alternativas para a produgdo de mudas, de maneira ripida e
eficiente. O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da germinacdo de
sementes de pequizeiro em condigdes in vitro ¢ ex vitro, tendo como precedente
a obtengiio de explantes para posterior utilizagdo no cultivo in vitro. Para a
germinagio in vitro, as sementes desprovidas de endocarpo foram desinfestadas
com hipoclorito de sédio (1,5% de cloro ativo) e embebidas por 24 horas em
solugdo de GA; na concentragdio de 500mg L. Em seguida, as sementes foram
transferidas para frascos de vidro (122,5cm’) contendo 4gua destilada e
autoclavada, acrescida com 30g L' de sacarose, 0,55 L' de Benlate e
solidificado com 7g L™ de 4gar, onde permaneceram por 5 dias para observar o
grau de contaminagdo destas. As sementes que nio contaminaram (80%) foram
transferidas para o meio WPM acrescido de 30g L' de sacarose, 0,5g L de
Benlate e 7.0g L' de 4gar. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a
25+1°C e fotoperiodo de 16 h (36 umol.m™.s™). Para a germinagdo ex vitro, as
sementes foram colocadas para embeber em papel de filtro umedecido com
solugiio de GA; 500mg L, durante 24 horas. Em seguida, as sementes foram
transferidas para rolos de papel de filtro umedecidos com 4gua destilada e
mantidos em germinador a 25°C e fotoperiodo de 16 horas. Maior percentagem
de germinagdo e um maior indice de velocidade de germinagdo (IVG) para as
sementes de pequizeiro foram obtidos no cultivo in vitro.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Seed germination ir vitro and ex vitro. In: Pequizeiro
(Cariocar brasiliense Camb.) propagation 2004. p.33 - 42. (Doctorate in Plant
Physiology Universidade Federal de Lavras - Lavras - MG).

Among the various species found in brazilian Cerrado the pequi tree has
an important role in brazilian agriculture of edible fruits and also has a high
quality wood. For these characteristics this specie has a great potential in
international market. The difficulties found in the propagation process by seeds,
due mainly the low germination rate and the presence of thomn, cause the search
for efficient and quick alternative solutions for seedlings production. The
objective of this research was to study the pequi tree seeds germination in vitro
and ex vitro, having as goal to obtain the explant for later utilization in vitro
cultivation for in vitro germination, the seeds without endocarp were disinfested
with sodium hypochlorite (1,5% active chlorine) and embebed during 24 hours
in GA; solutions in concentration of 500mg L. In the next step, the seeds were
transferred for glass bottle (122,5cm3) containing distilled and autoclaved water
with 30g L' of sucrose, 0,5g L™ of Benlate and solidified with agar where were
kept for 5 days to observe the contamination levels of those samples. The seeds
without contamination (80%) were transferred to WPM medium with 30g L™ of
sucrose, 0,5g L' of Benlate and 7,0g L' of agar. The bottles were kept in growth
room at 25=1°C and 16h (36umol m's™") photoperiod. For ex vitro germination
the seeds were embebed in filter paper wet to GA; (500mg L) solution during.
After this time, the seeds were transferred paper filter wet with distilled water
and kept in at 25°C and 16h photoperiod. The higher germination percentage and
ge;‘mination speed index (IVG) for pequi tree seeds were obtained in vitro
cultivation.
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3INTRODUCAO

Dentre vérias espécies frutiferas encontradas no cerrado brasileiro, o
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) vem se destacando no cenério nacional
por possuir frutos comestfveis ¢ madeira de alta qualidade. Seus frutos sdo muito
utilizados na alimentacdo humana e na inddstria caseira para a extragio de 6leos,
e producio de doces, sorvetes e licores. Por estas caracteristicas o pequizeiro
tem grande potencial de atingir mercados internacionais.

Um dos problemas encontrados no desenvolvimento do pequizeiro € a
produgdo de mudas, pois, além de possuir sementes espinhosas, o que dificulta o
manuseio, as sementes apresentam um baixo indice de germinagdo devido a
dorméncia (Miranda, 1987; Melo & Gongalves, 1991); que pode ser ocasionada
por dorméncia tegumentar e presenca de inibidores da germinagio (Dombroski,
1997; Melo & Gongalves, 1991; Miranda, 1987). As dificuldades encontradas no
processo de propagacio do pequizeiro por meio de sementes valoriza a busca
por solugoes alternativas para a produgio de mudas, de maneira ripida e
eﬁcnente, o que, sem divida, pode significar um maior estimulo do
desenvolvimento do pequizeiro como cultura de valor econdmico.

Uma ferramenta que vem sendo amplamente utilizada para a propagagio
de espécies lenhosas que apresentam dificuldade de germinagiio ¢ a cultura de
tecidos, que pode propiciar a produgdo de mudas de forma efetiva. Assim, a
cultura de tecidos se torna uma opgdo real para se tentar propagar o pequizeiro.

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da germinagdo de sementes
de pequizeiro em condig3es in vitro € ex vitro, tendo como precedente a

obtengdo de explantes para posterior utilizagio no cultivo in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Frutos maduros de pequizeiro foram coletados de plantas adultas
localizadas no municipio de Bom Despacho, MG e utilizados como fonte de
sementes. A epiderme e a parte externa do mesocarpo foram retiradas
manualmente, restando apenas a semente. Para retirada do mesocarpo interno e
espinhos (parte externa do endocarpo) foi utilizado o método que utiliza uma
escova de ago acoplada em um motor, que ao girar faz a remogo destes.
(Dombroski,1997). A obtengio das sementes se deu pela retirada do endocarpo
com o auxilio de uma tesoura de poda.

Para a germinagdio in vitro, as sementes foram desinfestadas com
hipoclorito de sédio (1,5% de cloro ativo) e embebidas em solugdo de GA;
(4cido giberélico) na concentragio de S00mg L, permanecendo nesta condigio
durante 24 horas. Em seguida, as sementes foram transferidas para frascos de
vidro (122,5cm’) contendo 4gua destilada e autoclavada, acrescida com 30g L
de sacarose, 0,5g L' de Benlate e solidificado com 7g L' de 4gar, onde
permaneceram por 5 dias para observar o grau de contaminagdo destas. As
sementes que nio contaminaram (80%) foram transferidas para o meio WPM
(Wood Plant Médium - Lloyd ¢ McCown, 1980) acrescido de 30mg L' de
sacarose, 0,5g L de Benlate e 7,0g L' de 4gar. Os frascos foram mantidos em
sala de crescimento a 25x1°C, fotoperfodo de 16 horas e densidade de fluxo de
fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 36 umol.m™.s™.

Para a germinagéo ex vitro, as sementes foram colocadas para embeber
em papel de filtro umedecido com solugdo de GA; 500mg L durante 24 horas.
Em seguida, as sementes foram transferidas para rolos de papel de filtro
umedecido com 4gua destilada e mantidos em germinador a 25°C e fotoperiodo
de 16 horas.

37



Foram avaliados a porcentagem de germinagéo e o indice de velocidade
de germinagdo (TVG) até o 50° dia ap6s o inicio do experimento. A obtengdo do
IVG foi realizada por meio de um modelo matemdtico sugerido por Maguire
(1962), citado por Nakagawa (1994), em que:

IVG= G|,N1 + Gngz +...+ GJNn N

sendo IVG indice de velocidade de germinagdo; Gy, Gz G, 0 nimero de
plantulas germinadas, computadas na primeira, segunda, até a \iltima contagem;
Ni, N5, N, o nimero de dias da semeadura & primeira, segunda até a (ltima

contagem.

O trabalho foi conduzido em delineamento estatistico inteiramente
casualizado com 2 tratamentos ¢ 4 repeticdes compostas por 100 sementes. Para
a andlise dos dados utilizou a estatistica descritiva ter comparagido apenas em

dois niveis (in vitro e ex vitro).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes embebidas em GA; e germinadas em condigdes ex vitro
apresentaram percentagem de germinagéo de 78%, enquanto as sementes in vitro
apresentaram 100% de germinagdo (Tabela 1), indicando que a embebigfio

destas em GAse seu cultivo in vitro em meio WPM favoreceram a germinagao.
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TABELA 1 Porcentagem de germinagio e indice de velocidade de germinagdo
(IVG) de sementes de pequizeiro cultivadas em ambiente in vitro e
ex vitro. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Germinagio (%) IVG
Ambiente in vitro 100 7,0
Ambiente ex vitro ' 78 4,75

O IVG foi maior para as sementes que t'orami germinadas no cultivo in
vitro (7,0), em comparagdo ao encontrado para asi sementes germinadas na
condicio ex vitro (4,75). Este resultado pode estar ;elacionado a germinagdo
ocorrer em ambiente asséptico, a presenca de substﬁhcias minerais e orginicas
n#o encontradas no ambiente ex vitro de germinagao. |

Coelho et al. (2001) também obtiveram melhores resultados na
germinac@o de sementes in vitro sem tegumento (96,6%) do que em condigdes
ex vitro sem tegumento (55%) em sucupira-branca [Pterodon pubescens (Benth.)
Benth.], apresentando ainda maior velocidade de gei-rninagﬁo em sementes in
vitro.

O aspecto visual das sementes de pequizeiro germinadas in vitro pode ser
observado na Figura 1.
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FIGURA 1 Aspecto visual das sementes germinadas in vifro. Lavras, UFLA —
2004.

Bhattacharya & Khuspe (2001) encontraram melhores resultados na
germinagdo de sementes de diferentes cultivares de mamoeiro (Carica papaya
L.) na condi¢gdo in vitro, tanto na velocidade de germinagdo quanto na

porcentagem final, do que em condigdo ex vitro.
6 CONCLUSAO

Maior porcentagem de germinagdo e indice de velocidade de germinag@o

de sementes de pequizeiro foram obtidos no cultivo in vitro.
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. 1RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Controle da contaminagio no estabelecimento in vitro de
explantes foliares e caulinares. In: Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar
brasiliense camb.). 2004. p. 43 - 64. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Dentre as intimeras espécies nativas do cerrado brasileiro de interesse, 0
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) destaca-se por contribuir para a
recomposigio da flora e fauna nas dreas de ocorréncia. Suas sementes
apresentam dorméncia, dificultando sua propagago, o que torna evidente a
necessidade da obtengiio de mudas por via assexuada. Neste contexto, o cultivo
in vitro apresenta-se como uma alternativa a ser utilizada. No entanto, o
estabelecimento in vitro de espécies nativas, em fungdo de suas caracteristicas
peculiares, apresenta problemas associados & contaminagio bacteriana ou
fingica. O presente trabalho teve como objetivo obter a desinfestagdo de
explantes foliares e caulinares obtidos de plantulas germinadas e cultivadas em
sala de crescimento, a fim de promover o estabelecimento in vitro do pequizeiro.
Foram testados tempos de imersiio em 4lcool etilico 70%, hipoclorito de s6dio
(2,5% de cloro ativo) e Benlate. Apés os tratamentos de desinfestagdo, os
explantes foram inoculados em meio WPM, sem regulador de crescimento,
acrescido de 30g L™ de sacarose e 6g L de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,8 e
autoclavado por 20 minutos a 121°C e 1 atm. Posteriormente, os explantes foram
wransferidos e ‘mantidos em sala de crescimento com temperatura média de
25+1°C, sob fotoperfodo de 16 h e imradifncia de 36umol m? s, Aos 15 dias da
inoculagdo, avaliou-se o nimero de explantes contaminados € a porcentagem de
queimaduras ocasionadas pelos tratamentos ¢ tipos de contaminagdo. O élcool
etilico 70% combinado com hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) teve efeito
sinergistico na desinfestagfio dos explantes. Deve-se utilizar o hipoclorito de sédio
2.5% nos tempos de 5 a 15 minutos para se evitar a queimadura dos explantes
foliares. Recomenda-se utilizar, para a desinfestagio dos segmentos caulinares,
slcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio 2,5% a um tempo de 10
minutos para se obter uma menor porcentagem de queimadura dos explantes e uma
desinfestacio mais eficiente. O benlate nas concentragdes acima de 100mg L" inibe
o crescimento de fungos em explantes foliares ¢ segmentos caulinares.



2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Control of contamination during in vitro
establishment of shoot and leaf explants. In: Pequi tree micropropagation
(Caryocar brasiliensis Camb.) 2004. p. 43 - 64. (Doctorate in Plant Physiology).
Universidade Federal de Lavras — Lavras - MG.

Among the various native species from brazilian cerrado with agricultural
potential, the pequi tree (Caryocar brasiliense Camb.) has been used for flora
recomposition in some areas. Those seeds show dormancy, difficulting the
propagation, that become necessary the studies to obtain seedlings by asexual
via. In this context, in vitro cultivation is an alternative to be used. Although the
establishment of native species in vitro, in fraction of their characteristics show
problems associated with bacterial or fungical contamination. The present work
aimed to disinfest the leaf and shoot explants obtained from germinated plantlets
and cultivated in growth room, in order to promote the in vitro establishment of
pequi tree. There were tested the immersion time in ethanol (70%), sodium
hypochlorite (2,5% of active chlorine) and Benlate. After the disinfection
treatments the explants were inoculated in WPM medium, without growth
regulator, containing 30g L' of sucrose and 6g L' of agar, being the pH
adjusted to 5,8 and autoclaved for 20 minutes at 121°C and 1 atm. Lately, the
explants were transferred and kept in growth room with mean temperature of
25£1°C, whit 16h photoperiod and DFFFA of 36umol m? s™'. After 15 days of
inoculation, it was evaluated the contaminated explants and the percentage of
black explants caused by treatments and types of contamination. The ethanol
70% combined with sodium hypochlorite (2,5%) had synergistic effect in
explant disinfection. It is advisable to use sodium hypochlorite 2,5 in the times
of 5 and 15 minutes to avoid the burning of leaf explants. For shoot segments
disinfection, ethanol 70% during 1 minute and sodium hypochlorite for 10
minutes obtained the lower percentage of explant burning. The benlate in
concentrations higher than 100mg L™ inhibit fungi growth in leaf and shoot
explants. ‘
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3INTRODUCAO

O mercado mundial de frutas vem, cada vez mais, buscando novas
espécies que produzam frutos de sabor exdtico e de alta qualidade alimenticia. O
cerrado brasileiro vem sendo formecedor de uma ampla variedade de espécies
frutiferas com potencial econdmico e que produzem frutos de alto valor
nutricional. No entanto, a demanda de frutas nativas do Brasil tem superado a
oferta, forgando uma exploragio extrativista sem um planéjamemo sustentado
dos seus recursos naturais. ' ’

Dentre as intimeras espécies nativas do cerrado brasileiro de interesse, o
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) se destaca por contribuir para a
recomposigdo da flora e fauna nas 4reas de ocorréncia (Carvalho, 1994; Gribel
& Hay, 1993) e pela produgdo de frutos oleaginosos, muito apreciados pela
populagiio do cerrado. Imimeras familias tém tarnbém na colheita e venda de
seus frutos, uma importante fonté de renda (Melo, 1987)

A exploragio indiscriminada do cerrado- pelas atividades agropastoris
expde 0 pequizeiro a um alto risco de extingdo pois, apesar de produzir grande
quantidade de frutos, apresenta regeneragao natural reduzida. A germinagao das
sementes do pequizeiro é irregular e lenta. Estas limitages inviabilizam tanto a
produgdo racional de mudas como sua utilizagdo silvicultural (Melo, 1987).
Suas sementes apresentam algum tipo de dorméncia, dificultando sua
propagagiio, 0 que torna evidente 2 necessidade da obtengdo de mudas por via
assexuada. Neste contexto, o cultivo in vitro apresenta-se COmo uma alternativa
a ser utilizada. No entanto, o estabelecimento in vitro de espécies nativas, em
fungiio de suas caracteristicas peculiares, apresenta problemas associados a
contaminagdo bacteriana ou fiingica, principalmente presente na superficie dos
tecidos de folhas, gemas e segmentos nodais. A contaminagio endégena € mais



freqiiente em explantes derivados de plantas cultivadas no campo (Teixeira,
2004).

A desinfestagio superficial de explantes pode ser feita utilizando-se
ilcool etilico comercial, seguido de um tratamento com hipoclorito de sédio ou
célcio (Teixeira, 2004). No controle da contaminagdo endégena, o meio de
cultura normalmente € enriquecido com antibiético ¢ fungicida. O fungicida
Benomyl tem sido amplamente utilizado para inibir o crescimento de vérias
espécies de fungos, sem ter efeito inibit6rio sobre a cultura de tecidos (Shields et
al., 1984).

O presente trabalho teve como objetivo obter a desinfestago de explantes
foliares e caulinares, a fim de promover o estabelecimento in vitro do

pequizeiro.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Ramos de pequizeiro foram retirados de plantas germinadas e cultivadas
em salas de crescimento com fotoperiodo de 16h, densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 67umol m? s" e temperatura de 25x1°C,
localizadas no Setor de Fisiologié Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). |

Os ramos foram levados para o Laboratério de Propagagédo de Plantas
Lenhosas do Setor de Fisiologia Vegetal (DBI — UFLA), onde se realizou o
toalete, constituindo-se na retirada das folhas e dos segmentos caulinares que

foram utilizados como explantes.
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- 4.2 Controle da contaminaciio no estabelecimento in vitro de explantes
foliares

As folhas foram submetidas a um tratamento com hipoclorito de s6dio
comercial (2,5% de cloro ativo) e 4lcool etflico 70% antes da inoculago.
Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 12
tratamentos e 10 repeticdes, contendo um explante em cada recipiente. Os
tratamentos constitufram-se da interagio entre o hipoclorito e o 4lcool etilico
70%, descritos na Tabela 1.

TABELA 1 Tratamentos obtidos por meio da interagdo entre o hipoclorito de
sédio (2,5%) e dlcool etflico 70%. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Hipoclorito 2,5% Alcool etilico 70%
(minutos) (segundos)
TO 10 0
Tl 10 15
T2 10 30
T3 10 60
T4 15 0
TS 15 15
Té6 15 30
7 15 60
T8 20 0
T9 20 15
TI10 20 30
Ti1 20 60

Ap6s a aplicagdo de cada tratamento, 0S explantes foram levados para
ambiente asséptico em cdmara de fluxo laminar, onde foram lavados trés vezes
com 4gua destilada e autoclavada. As folhas foram excisadas em segmentos de
aproximadamente 3em® e inoculados em tubos de ensaio contendo meio de
cultivo WPM (Wood Plant Medium; Lloyd & McCown, 1980), sem regulador de
crescimento, acrescido de 30g L de sacarose e 6g L' de 4gar, sendo o pH



ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos a 121°C ¢ | atm.
Posteriormente, foram transferidos ¢ mantidos em sala de crescimento com
temperatura média de 25x1°C sob um fotoperfodo de 16 horas ¢ DFFFA de
36umol m> s .

Ap6s 15 dias da inoculagdo, avaliou-se o nimero de explantes
contaminados, a porcentagem destes com queimadura ocasionada pelos
tratamentos utilizados e o tipo de contaminagdo apresentada.

Utilizou-se a regressao logistica para modelar os dados bindrios em
fungdo dos parimetros representando as covaridveis. A avaliacdio da qualidade
do ajuste do modelo foi feito mediante ao estudo de significdncias dos
pardmetros e do valor da “deviance” (Balakrishnan, 1992).

Foi realizado o teste de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999),
considerando significdncia de 5% para a porcentagem de queimadura dos

explantes foliares.

4.3 Controle da contaminaciio no estabelecimento in vitro de explantes
caulinares

Segmentos caulinares, de aproximadamente Icm, foram desinfestados em
cédmara de fluxo laminar por imersio em 4lcool etilico 70% por 1 minuto € em
hipoclorito de sédio comercial (2,5% de cloro ativo) em 4 tempos diferentes:
TO= sem utilizagZo de hipoclorito de sédio, T1= hipoclorito de sédio por 5
minutos, T2= hipoclorito de sédio por 10 minutos e T3= hipoclorito de sédio por
15 minutos.

Em seguida, os explantes foram lavados por trés vezes em 4gua destilada
e autoclavada, e inoculados em meio de cultura WPM, sem regulador de
crescimento, acrescido de 30g L™ de sacarose e 6g L™ de 4gar, sendo o pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos a 121°C e 1 atm.

Posteriormente, os explantes foram transferidos para sala de crescimento com
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temperatura média de 251°C, sob fotoperiodo de 16 horas e DFFFA de 36pmol
m?2s’.

Aos 15 dias da inoculagio, foram avaliados o mimero de explantes
contaminados e a porcentagem de queimaduras ocasionadas pelos tratamentos e
tipos de contaminagao.

A regressiio Logistica foi utilizada com o propSsito de modelar dados
bindrios em fungio dos parimetros representando as covaridveis. A avaliagdo da
qualidade do ajuste do modelo foi feito mediante ao estudo das significincias
dos parimetros e do valor da “deviance"’ (Balakrishnan, 1992).

Foi realizado o teste de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999),
considerando significincia de 5% para a porcentagem de queimadura dos
segmentos nodais.

Para uma melhor visualizagio dos dados e para comparar quais
tratamentos diferem entre si foi utilizado a construcdo de um Box-Plot (Bussab
& Morettin, 1987).

4.4 Estabelecimento de segmentos caulinares e explantes foliares em meio de
cultivo acrescido com diferentes concentrages de Benlate

Segmentos caulinares (lcm) e explantes foliares (3cm’) foram coletados,
desinfestados em 4lcool etflico 70% por 1 minuto e em hipoclorito de s6dio
comercial (2,5% de cloro ativo) por S minutos, € apds foram lavados em condigGes
assépticas por trés vezes em 4gua destilada e autoclavada. Em cémara de fluxo
laminar, os segmentos caulinares de aproximadamente 1cm e explantes foliares com
3cm® foram inoculados em meio de cultivo WPM sem regulador de crescimento
acrescido com 0, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000mg L de Benlate, solidificado com
7g L de 4gar e com pH ajustado para 5,8 e autoclavado por 20 minutos a 121°C e
1,0 atm. Posteriormente, foram mantidos em sala de crescimento a 25x1°C sob
fotoperfodo de 16 he DFFFA de 36pumol m”s” .
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
seis tratamentos e 10 repeticdes, sendo cada repeticfio composta por um tubo de
ensaio. Ap6s 15 dias, avaliou-se o nimero de explantes contaminados por fungos.
Em fungdo dos resultados foi realizada apenas uma andlise descritiva nas respostas
obtidas em funggo dos tratamentos utilizados.

SRESULTADOSE DISCUSSKO

5.1 Controle da contaminaciio no estabelecimento in vitro de explantes
foliares

O modelo proposto foi o modelo logistico, dado pela equagdo (1). A
interpretagdo deste modelo é feita por meio da probabilidade fornecida para a
presenca de contaminagfo, dada uma dosagem de hipoclorito de sédio e 4lcool

etilico 70% conhecida.

e-0.880-0.01 16H+0,0188A-0,00437HA

prob(y =1 I HA)= 1+ ¢ 0880-00116H+0,0188A-0.00437HA (1)

Esta anélise teve por objetivo avaliar a contaminagio para o explante
foliar em fungiio dos fatores hipoclorito de sédio (10, 15 e 20 minutos) e 4lcool
(0, 15, 30 e 60 segundos). Os tratamentos foram dados pela combinagdo destes
fatores, totalizando assim 12 tratamentos.

Na andlise observou-se a presenga ou nio de contaminagdo,
caracterizando uma resposta bindria cuja codificagdio é: 1 = apresentou
contaminagéo e 0 ndo apresentou contaminaggo.

A qualidade do ajuste do modelo ¢ representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,827. Com base neste valor pode-se afirmar

que o modelo ajustado é apropriado para os dados observados.
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Fm funcio da interpretacfio realizada por meio da probabilidade de

porcentagem de queimadura dos explantes foliares aumentou, chegando ao seu
maximo quando se utilizou hipoclorito de sédio por 20 minutos combinado com
ilcool etilico 70% por 60 segundos (Tratamento 11).

Teixeira (2004) relata que, para o controle da contaminagdo no
estabelecimento in vitro, além do 4lcool, o hipoclorito de sédio pode ser
utilizado na concentragdo de 0,5% a 2% de cloro ativo, por um periodo de 5 a 20
minutos. Para explantes foliares de pequizeiro, a utilizagdo de hipoclorito de
sédio a 2,5% por um periodo de 20 minutos foi prejudicial, ocasionando
queimaduras nos explantes acima de 40% da 4rea.

Virios autores utilizam o lcool etilico 70% em combinagdo com o
hipoclorito de sédio, com sucesso, para a desinfestagio de explantes. Santana
(2003) utilizou 4lcool etilico 70% por 30 segundos combinado com hipoclorito
de sédio (1% de cloro ativo) por 15 minutos para desinfestar e estabelecer in
vitro explantes foliares de Annona cauliflora, Annona bahiensis e Annona
glabra. Cerqueira et al. (2002) utilizaram lcool etilico 70% por 30 segundos e
hipoclorito de sédio comercial a 30% por 10 minutos para a obtencio de
explantes foﬁares desinfestados de erva-de-touro (Tridax procumbens L.).
Suzuki et al. (2002) utilizaram hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) por um
perfodo de 10 minutos para desinfestar explantes foliares de liliacea omamental
(Agapanthus praecox ssp.) ¢ Tsuro et al. (2000), para a indugdo de calos em
explantes foliares de Lavandula Vera, utilizaram o 4lcool etilico 70% por 1
minuto e o hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) por 20 minutos para
desinfestar os explantes. '

Com base nos resultados observados neste experimento sugere-se que se
utilize a 4lcool etilico (70%) por 60 segundos e em seguida hipoclorito de sédio
(2,5% de cloro ativo) por 15 minutos para se desinfestar explantes foliares de

pequizeiro.
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O aspecto visual dos explantes foliares de pequizeiro estabelecidos in

vitro pode ser observado na Figura 1.

FIGURA1  Explante foliar estabelecido in vifro sem contaminagdo (A) e
contaminado por fungo (B). Lavras, UFLA, 2004.

5.2 Controle da contaminag¢io no estabelecimento in vitro de explantes
caulinares

Com o objetivo de se estudar a contaminagfio para o segmento caulinar
em fungdo do tratamento alcool etilico 70% + hipoclorito de sodio (2,5% de
cloro ativo), avaliou-se os segmentos caulinares submetidos aos tempos 0, 5, 10
e 15 minutos, de tal forma que se observou se o segmento nodal apresentou ou
ndo contaminagdo, caracterizando uma resposta binaria dada por 1 = apresentou
contaminagdo e ndo apresentou contaminagio.

Assim foi proposto o modelo logistico dado pela equagdo (2). A
interpretagéo deste modelo é feita por meio da probabilidade fornecida para a

presenga de contaminagdo dado um tempo conhecido.
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e0.3180-0.l 17T

prob(y=1|T) = [P =T 2

A qualidade do ajuste do modelo é representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,966. Com base neste valor pode-se afirmar
que o modelo ajustado € apropriado para os dados observados.

Considerando o nivel de significincia fixado em 5%, observa-se que os
tratamentos referentes ao segmento caulinar foram significativos. Pelo teste de
probabilidade Kruskall-Wallis, foi observado que a porcentagem de queimadura
foi significativa para o estabelecimento in vitro dos segmentos nodais (Tabela
5).

TABELA 5 Probabilidade do teste Kruskall-Wallis para explante caulinar.

Varidvel . Prob. do teste Kruskall-Wallis

Segmento nodal 0,056

Observa-se na Tabela 6, que a utilizagdo do hipoclorito de sédio (2,5% de
cloro ativo) foi capaz de reduzir a porcentagem de contaminagio.

TABELA 6  Porcentagens de contaminagio e de queimadura dos explantes
em relagfo ao tratamento aplicado. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Porcentagem de Porcentagem de
contaminacio (%) queimadura (%)

TO= sem hipoclorito de 60 2

sédio

T1= hipoclorito de sédio 40 3

S minutos

T2= hipoclorito de sédio 30 9

10 minutos

T3= hipoclorito de sédio 20 60

15 minutos.
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados, construiu-se o gréfico
box-plot baseado nos postos de observagdo, para comparar quais tratamentos
diferem entre si (Figura 2). Foi observado que, com o aumento do tempo de
exposicdo dos explantes ao hipoclorito de sédio, a porcentagem de queimadura

tamb

Queimadura (Postos observados)

5 ' 5
Tnpdeqmsii(inis)

O—

FIGURA 2 Box plot (postos de observagdo do teste Kruskall-Wallis) para a
queimadura dos segmentos caulinares de pequizeiro em fungao do
tempo de exposicio ao hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo).
Lavras, UFLA, 2004.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 3, pode-se observar
que a utilizagdo do hipoclorito de sédio (2,5%) ocasiona um aumento na
porcentagem de queimadura nos explantes a medidz;l que o tempo de exposicdo
aumenta, atingindo o seu maximo ao se utilizar o hipoclorito de sédio por um

periodo de 15 minutos. Os resultados apresentados evidenciam que os
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tratamentos 5 e 10 foram similares. Entretanto, pode-se conferir que os
tratamentos O e 15 diferem estatisticamente, em virtude de apresentarem médias
discrepantes.

A anilise estatfstica dos coeficientes estimados para o estudo da

contaminagfio em segmentos nodais de pequizeiro estd apresentada na Tabela 7.

TABELA 7 Anilise estatistica das estimativas dos coeficientes ajustados para o
modelo logistico proposto para estudo de contaminagio em

segmentos nodais.
Preditor Coeficiente Erro padrio - p-valor
Intercepto 0,318 0,5432 0,558
Tempos 0,117 0,0638 - 0,065

Os resultados apresentados na Tabela 6, considerando um nivel de
significancia fixado em 5%, evidenciam que as caracteristicas avaliadas ndo
foram significativas. Entretanto, estes resultados nio se inviabilizam em fungdo
do alto'valor da probabilidade apresentada pela “Deviance”.

De acordo com os dados apresentados anteriormente (Tabela 6), observa-
se que a contaminagio e queimadura dos explantes apresentaram um
comportamento inversamente proporcional em relagio ao tempo de exposigdo ao
hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo).

Al-Bahrany (2002), em seu trabalho com Citrus aurantifolia, utilizou,
para desinfestar os segmentos nodais, ilcool etflico 70% por 30 segundos,
seguido de hipoclorito de sédio (20% de cloro ativo) por um perjodo de 15
minutos. Para os segmentos caulinares do pequizeiro, este tempo de exposigéo
nesta concentragio de cloro ativo ¢ letal. J4 Silva et al. (2003) utilizaram
concentragio e tempo semelhantes aos utilizados neste trabalho para desinfestar
segmentos nodais de pessegueiro (Prunus sp.), realizando a desinfestagdo destes
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com dlcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio (1,25%) por 15
minutos.

O aspecto visual dos segmentos caulinares de pequizeiro estabelecidos in

vitro pode ser observado na Figura 3.

FIGURA3 Segmento caulinar de pequizeiro estabelecido in vitro sem
contaminagdo (A) e contaminado por fungo (B). Lavras, UFLA, 2004,

53 Estabelecimento de segmentos caulinares e explantes foliares em meio de
cultivo acrescido com diferentes concentracies de Benlate

Apenas o tratamento que ndo utilizou o Benlate no meio de cultivo
apresentou contaminagdo por fungo, apresentando 40% de contaminagdo para
segmentos caulinares e 20% de contaminagdo para os explantes foliares. Os demais
tratamentos que utilizaram 100, 200, 400, 600, 800 ¢ 1000mg L de Benlate no
meio de cultivo foram eficientes no controle da contaminagéio por fungos tanto para

segmentos nodais quanto para explantes foliares (Figura 4).
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FIGURA 4 Efeito do benlate no controle da contaminagfo fiingica em
explantes foliares e segmentos caulinares de pequizeiro. Lavras,

UFLA, 2004.

Estes resultados indicam que o Benlate foi eficiente no controle dos fungos
nas concentragdes utilizadas. Assim, para auxiliar no estabelecimento de explantes
de pequizeiro in vitro, recomenda-se o uso de benlate na concentragio de 100mg L",
que apresentou o mesmo desempenho das demais concentragSes. Sato et al. (2001)
recomendam 0 uso do Benlate na concentragio de 200mg L™ para controlar a
contaminagdo no estabelecimento in vitro de juazeiro-de-bode (Celtis sp.).

A descontaminagdio tradicional dos explantes pode ser melhorada com a
utilizagiio de fungicidas. Os resultados obtidos neste trabalho com pequizeiro
corroboram com os obtidos por Alves Jinior et al. (2003) com segmentos foliares de
anondceas, onde o uso do Benlate contribuiu para a redugdo significativa da
contaminacgo fiingica.



6 CONCLUSOES

A utilizacdo de 4lcool etilico 70% em combinagiio em hipoclorito de s6dio
(2.5% de cloro ativo) tem efeito sinergistico na desinfestagdo dos explantes.

Recomenda-se utilizar, para a desinfestagﬁo! dos segmentos foliares,
hipoclorito de sédio 2,5% nos tempo de 5 a 15 minutos para se cbter uma menor
porcentagem de queimadura dos explantes e uma desinfestagio mais eficiente.

Recomenda-se utilizar, para a desinfestaciio dos segmentos caulinares, dlcool
etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de s6dio 2,5% a um tempo de 10 minutos
para se obter uma menor porcentagem de queimadura dos explantes e uma
desinfestaciio mais eficiente. |

O Benlate, nas concentragdes acima de 100mg L, inibe o crescimento de
fungos em explantes foliares e segmentos caulinares. |
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CAPITULO IV

CONTROLE DA OXIDACAO NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
EXPLANTES FOLIARES E CAULINARES
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Controle da oxidagdo no estabelecimento in vitro de
explantes foliares e caulinares. In: Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar
brasiliense Camb.). 2004. p. 65 — 94. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A oxidagdo fenélica representa um dos mais sérios problemas durante a
fase de estabelecimento da cultura in vitro de espécies lenhosas. O
escurecimento tem sido atribuido a liberacdo e oxidagdo de compostos fendlicos
que inibem o crescimento do explante. O presente trabalho teve como objetivo o
estudo de técnicas de controle da oxidag@o dos explantes de pequizeiro durante o
cultivo in vitro. Explantes foliares e caulinares foram lavados, durante 0, 15, 30,
45, 60 e 720 minutos, em 4gua corrente, sendo inoculados em meios de cultivo
WPM e MS. Os mesmos explantes foram inoculados em meio de cultivo WPM e
MS, acrescidos de 30g L™ de sacarose e solidificados com diferentes concentragoes
de dgar (0, 2, 4, 5 e 7g L"). foram também inoculados em meio WPM acrescido de
30¢ L de sacarose, 6g L™ de agar, diferentes concentragdes de 4cido citrico (0, 50,
100, 200, 400 e 800mg L") e PVP (0, 50, 100, 200, 400 e 800mg L™). A lavagem
dos explantes em dgua corrente por um tempo de 720 minutos (12 horas) auxilia no
controle da oxidacio de explantes foliares. O tempo de lavagem ndo auxiliou no
controle da oxidagdo em segmentos caulinares. Com o aumento da consisténcia do
meio de cultivo ocorre o aumento da oxidagdo dos explantes e do meio de cultivo
diminuindo a sobrevivéncia dos explantes. Em geral, o meio MS € mais propenso a
oxidagiio do que o meio WPM, possivelmente, devido a maior concentracdo de sais
de sua composicio, ocasionando uma menor taxa de sobrevivéncia dos explantes.
Bons resultados no controle da oxidagio de explantes foliares e caulinares de
pequizeiro foram obtidos com a utilizaco de PVP nas concentragdes de 400 e

800mg L.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis, Oxidation control of in vitro establishment of leaf
and shoot explants In: Pequi tree Micropagation (Caryocar brasiliense Camb.)
2004. p. 65 — 94. (Doctorate in plant Physiology - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

The phenolic oxidation is one of the main problems during the
establishment in vitro of woody plants. The browning has been attributed to
phenolic compounds oxidation that inhibit the explant growth. The present work
aimed to study the techniques to control oxidation in explants of pequi tree
during the cultivation in vitro. Leaf and shoot explants were washed during 0,
15, 30, 45, 60 and 720 minutes, in taping water, being inoculated in WPM and
MS medium. The same explants were inoculated in WPM and MS medium,
containing 30g L™ of sucrose and solidified with different concentrations of agar
(0. 2, 4, 5 and 7g L™"). There were also inoculated in WPM medium with 30g L
of sucrose, 6g L™ of agar, different concentrations of citric acid (0, 50, 100, 200,
400 and 800mg L™). The explants were washed in taping water for 12h that
decreased the oxidation in leaf explants. The washing time did not reduce the
oxidation in shoot segments. Concomitantly with the increase in medium
consistence occurred the augment in explants oxidation and in cultivation
medium decreasing the explants survival. The MS medium showed more
oxidation than WPM medium, possibly due a higher salt concentration in its
composition, causing a lower explant survival rate. Some promissing results in
control of oxidation in leaf explants and shoot explants from pequi tree were
obtained with the PVP utilization in the concentrations of 400 and 800mg L.
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3INTRODUCAO

A cultura de tecidos apresenta potencial para o estabelecimento in vitro
de espécies nativas de importancia econdmica e ecoldgica, como 0 pequizeiro.
No entanto, o estabelecimento in vitro de espécies nativas, em fungdo de suas
caracterfsticas peculiares, apresentam problemas, tais como a oxidagdo (Sato et
al., 2001).

Como exemplo, a oxidagio do explante é considerado um dos aspectos
mais sérios na cultura de tecidos de palmeiras. O escurecimento tem sido
atribuido 2 liberagio e oxidagio de compostos fenélicos que inibem o
crescimento do explante (Melo et al., 2001).

Uma das técnicas possiveis para reduzir esse problema inclui a lavagem,
em 4gua corrente, dos explantes coletados antes da desinfestacdo, auxiliando a
lixiviagio de compostos fendlicos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Os danos da oxidagio fenélica podem também ser reduzidos pelo cultivo
em meio liquido, no qual os produtos da oxidagdo se diluem e pela redugdo da
concentrago de dgar. E o carvéo ativado apresenta cargas residuais, as quais sao
capazes de adsorver substancias fen6licas evitando a oxidagdo dos explantes. O
PVP (polivinilpirrolidona) é capaz de adsorver os fenéis o que previne a
oxidag3io. Uma solugdio de 4cido citrico e 4cido ascérbico é comumente usada
para lavar tecidos isolados visando reduzir a oxidaggo (Teixeira, 2004).

O presente trabalho teve como objetivo o estudo de técnicas de controle

da oxidagdo dos explantes de pequizeiro durante o cultivo in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Foram retirados ramos de plantas matrizes mantidas em sala de
crescimento localizadas no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com fotoperiodo de 16
horas, temperatura de 25:1°C e densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos DFFFA de 67pmol m?s™.

Efetuou-se, no Laboratério de Propagacio de Plantas do Setor de
Fisiologia Vegetal (DBI / UFLA), a separagio das folhas e dos segmentos
caulinares dos ramos, os quais foram utilizados como fonte de explante foliar

(3cm’) e explante caulinar (1,0cm).

42 Efeito do tempo de lavagem na oxidaciio de explantes foliares e
caulinares

Os explantes foliares e caulinares foram acondicionados em recipiente
pléstico e lavados em 4gua corrente durante 0, 15, 30, 45, 60 ¢ 720 minutos.
Ap6s a lavagem em 4gua corrente, os explantes foram inoculados nos meios de
cultivo WPM (Wood Plant Médium; Loyd & McCow, 1980) e MS (Murashig &
Skoog, 1962). O meio de cultivo foi acrescido com 30g L™ de sacarose, tendo
seu pH ajustado para 5,8 e solidificado utilizando 6g L de 4gar e autoclavado a
uma temperatura de 121° C durante 20 minutos a 1,0 atm. Cada tubo de ensaio
(23 x 137mm) continha 10 mL dos meios de cultivo.

A inoculagdo dos explantes foi efetuada em cdmara de fluxo laminar e,
ap6s, os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25x1°C, fotoperiodo de 16 horas ¢ DFFFA de 36umol ms™.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
12 tratamentos e 20 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um tubo de
€nsaio.

Ap6s 15 dias de incubagio, foi avaliada a porcentagem de oxidagdo dos
explantes por meio da observagdo da drea do explante oxidada. Também foi
avaliada a aparéncia do meio de cultura em fungdo do grau de oxidagio
determinado por meio de notas (Tabela 1).

TABELA 1 Notas obtidas pela média de trés avaliadores para a oxidagdo do
meio de cultivo e da concentragao de dgar. Lavras, UFLA, 2004.

Nota Area oxidada (%)

0 Sem oxidagdo

1 Até 10%

2 De 10% a 20%
3 De 20% a 40%
4 De 40% a 60%
5 De 60% a 80%
6 Mais de 80%

Utilizou-se o teste de probabilidade Kruskall-Wallis para comparar as
médias das respostas obtidas neste experimento, considerando significancia de
5% (Triola, 1999).

Para uma melhor visualizagio dos dados e para comparar quais
tratamentos diferem entre si, foi utilizada a construgdo de Box-Plot (Bussab &
Morettin, 1987).
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4.3 Efeito da consisténcia do meio de cultivo na oxidacfio de explantes foliares e
caulinares

Os explantes foliares e os segmentos caulinares, apés a desinfestagdo com
slcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio por 10 minutos em cAmara de
fluxo laminar, foram lavados trés vezes em 4gua destilada autoclavada. Em seguida,
foram inoculados em meio de cultivo WPM e MS, acrescidos de 30g L™ de sacarose
e solidificados com diferentes concentragdes de 4gar (0,2, 4, Se 7gL™).

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado
constando de 10 tratamentos (Tabela 2) e 20 repeticGes, sendo cada repeticio
composta por um tubo de ensaio.

TABELA 2 Tratamentos utilizados em fungfio do tipo de meio de cultivo e da
concentragio de dgar. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Meio de cultivo Concen?;{a.g de dgar
TO WPM 0
Tl WPM 2
T2 WPM 4
T3 WPM 6
T4 WPM 7
TS5 MS 0
T6 MS 2
T7 - MS 4
TS MS 6
T9 MS 7

Foram avaliadas ap6s 15 dias de incubagdo, a oxidagdo dos explantes, a
oxidagdo do meio de cultivo e a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes.
Para a determinagdo do grau de oxidagdo dos explantes e do meio de cultivo, foi

utilizado sistema de notas de acordo com a Tabela 1.
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Com o propdsito de modelar dados bindrios, foi utilizada a regressao
Logistica em fungio dos parimetros representando as covaridveis (Balakrishnan,
1992).

Para se analisar dados n@o paramétricos foi realizado o teste de
probabilidade Kruskall-Wallis, considerando significancia de 5% (Triola, 1999).

4.4 Efeito de antioxidantes no estabelecimento in vitro de explantes foliares e
caulinares

Explantes foliares e segmentos caulinares foram inoculados em meio WPM
acrescido de 30g L™ de sacarose, 6g L™ de 4gar, diferentes concentracdes de 4cido
citrico (0, 50, 100, 200, 400 e 800mg LYe Polivinilpirrolidona - PVP (0, 50, 100,
200, 400 e 800 mg L"), num total de 11 tratamentos (Tabela 3) e 20 repetigGes,
sendo cada repeti¢iio composta por um tubo de ensaio.

TABELA 3 Tratamentos utilizados em fungio do tipo dos antioxidantes adicionados
ao meio de cultura. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Antioxidantes Concentracdio (mg L")
T1 Controle 0
T2 Acido citrico 50
T3 Acido citrico 100
T4 Acido cftrico 200
T5 Acido cftrico 400
T6 Acido citrico 800
T7 PVP 50
T8 - PVP 100
T9 PVP 200
T10 PVP 400
T11 PVP 800

Foram avaliadas apés 15 dias de incubagdio, a porcentagem de oxidagZo dos
explantes, a oxidagfio do meio de cultivoe a sobrevivéncia dos explantes.
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Utilizou-se o teste de probabilidade Kruskall-Wallis para comparar as
médias das respostas obtidas neste experimento, considerando significncia de
5% (Triola, 1999). '

Para uma melhor visualizagio dos dados € para comparar quais
tratamentos diferem entre si, foi utilizada a construgdo de Box-Plot (Bussab &
Morettin, 1987).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do tempo de lavagem na oxidaciio de explantes foliares e
caulinares :

O resultado apresentado por meio do teste Kruskall-Wallis refere-se a
oxidag@io observada nos explantes foliares e segmentos caulinares em fungdo do

tempo de lavagem e posterior inoculagio nos meios de cultivo WPM e MS.

TABELA 4 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para a oxidagdo dos
explantes foliares e segmentos caulinares submetidos a diferentes
tempos de lavagem. Lavras, UFLA, 2004.

WPM MS
Explante foliar 0,000 0,103
Segmentos caulinares 0,381 0,090

Considerando o nfvel de significincia ﬁxédo em 5%, os resultados
apresentados na Tabela 5 evidenciam que apenas para os explantes foliares
inoculados no meio de cultivo WPM, houve respostas significativas em relagio
ao tempo de lavagem influenciando a oxidagdo do; explantes. Em decorréncia

deste resultado realizou-se a montagem do gréfico box-plot para a oxidagdo em
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fungdio do tempo de lavagem dos explantes foliares inoculados no meio WPM

(Figura 1).
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FIGURA 1 Box-plot para a oxidagZo dos explantes foliares inoculados em
meio WPM em fungio do tempo de lavagem. Lavras, UFLA,

2004.

Os explantes foliares que foram lavados em 4gua corrente por 720
minutos e inoculados em meio de cultivo WPM apresentaram o menor indice de
oxidagdo (10,17%). Este resultado pode ter ocorrido em fungdo da lixiviagdo dos
compostos fendlicos exsudados pelo explante. No entanto, os explantes lavados
por 30 minutos apresentaram um indice de oxidagdo (11,75%) estatisticamente
semelhante aos lavados por 720 minutos (Tabela 5). Grattapaglia & Machado

(1998) corroboram estes resultados quando afirmam que a lavagem dos
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explantes em 4gua corrente auxilia na diminuigfio da oxidagao, principalmente
para espécies lenhosas.

Observa-se que a oxidagdo do meio de cultivo WPM foi menor nos
tratamentos em que os explantes foram lavados por 30, 45 e 720 minutos,

obtendo as notas 1,79, 1,69 e 1,83, respectivamente (Tabela 6).

TABELA 5 Oxidagdo dos explantes foliares submetidos a diferentes tempos de
lavagem e inoculados em meio WPM e MS, e andlise da oxidagio
do meio de cultivo em fungio da drea oxidada. Lavras, UFLA,

2004.
Oxidac@o Oxidagéo do
Tratamento do explante meio de cultivo
(%) (Nota)
Meio de cultivo Tempo fie
lavagem (minutos)

WPM 0 41,25 2,35
WPM 15 45,2 2,57
WPM 30 11,75 1,79
WPM 45 28,75 1,69
WPM 60 56,71 2,59
WPM 720 10,17 1,83

MS 0 100 37

MS 15 89,19 3,25

MS 30 100 4,21

MS 45 85,74 3,16

MS 60 99,65 3,8

MS 720 99,07 3,93

Para os explantes foliares que foram inoculados no meio de cultivo MS,
apés os tratamentos de lavagem em 4gua corrente, nio houve diferenca
estatistica para a porcentagem de oxidagéo dos explantes e do meio de cultivo.
Estes explantes apresentaram alta porcentagem de oxidago em todos os tempos

de lavagem e o meio de cultivo MS também apresentou alto indice de oxidagdo
(Tabela 5). |
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Ao analisar o comportamento isolado dos meios de cultivo WPM e MS,
observou-se que o meio MS ocasionou maior oxidagdo dos explantes foliares
(95,05%) em relagdo ao meio de cultivo WPM (37,19%) uma porcentagem de
oxidagdo quase trés vezes maior (Tabela 6). Em relagdo a oxidagdo do meio de
cultivo, 0 meio MS também se apresentou mais oxidado em comparagio ao

meio WPM (nota de oxidagio de 3,65 e 2,24, respectivamente).

TABELA 6 Estatistica descritiva (média) da porcentagem de oxidagdo de
explantes foliares e andlise da oxidagdo do meio de cultivo em
fungdo dos meios de cultivo. Lavras, UFLA, 2004.

Oxidagao do explante  Oxidagdo do meio de cultivo

Tratamento (%) (Nota)
WPM 37.19 2,24
MS 95,05 3,65

Importante observar que se optou por uma andlise descritiva em fungéo
da inviabilidade em aplicar um procedimento inferéncia, que se em suposigdes,
dentre elas destacam-se a normalidade ¢ homogeneidade de varidncias.

A maior concentra¢io de sais na composi¢io do meio MS (o dobro da
concentragdo de sais encontrada no meio WPM) favoreceu uma maior oxidagdo
dos explantes. Este resultado corrobora Teixeira (2004), quando comenta que o
acimulo de polifenéis pode se dar devido a uma inadequagdo do meio nutritivo.
* Segundo o mesmio autor, o cultivo em meios salinos diluidos € mais apropriado
a0 cultivo de explante, resultando em menor sintese e oxidagdo fenélica.

Na Tabela 7 constam as médias da oxidagdio dos explantes e do meio de
cultivo para o efeito isolado do tempo de lavagem. Menor porcentagem de
oxidagdio (54,98%) foi obtida lavando-se os explantes foliares durante 720
minutos em 4gua corrente. Na auséncia de lavagem (tempo 0), 70,63% dos

explantes apresentaram oxidag3io. Em relagdio a oxidagdo do meio de cultivo,
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observou-se que a lavagem durante 45 e 720 minutos proporcionou menores
indices de oxidagdo (2,46 e 2,88, respectivamente).

O aumento no tempo de lavagem dos explantes foliares propicioui reducdo
de oxidagdio, possivelmente devido 2 lixiviagio de substdncias fenélicas

exsudadas pelo explante.

TABELA 7 Média da porcentagem de oxidagdo dos explantes foliares e andlise
da oxidagdo do meio de cultivo em fungéio dos tempos de lavagem.

Lavras, UFLA, 2004.
Tempo Oxidagdo do explante Oxidagdo do meio de cultivo
(minutos) (%) (Nota)

0 70,63 3,03

15 67,2 : 2,91

30 55,88 3

45 57,25 2,46

60 77,89 . 3.2
720 54,98 2,88

Para os segmentos caulinares ndo houve diferenga entre o tipo de meio
utilizado e o tempo de lavagem. Apenas a lavagem dos explantes nio €
suficiente para reduzir a oxidagdo dos segmentos caulinares. Na Tabela 8 sao
apresentadas a porcentagem de oxidag3o dos explantes caulinares € a andlise da
oxidagdo do meio de cultivo em fung@io do tempo de lavagem e do meio de

cultivo utilizado.
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TABELA 8 Oxidagdo dos segmentos caulinares submetidos a diferentes tempos
de lavagem e inoculados em meio WPM e MS e anélise da oxidagdo
do meio de cultura. Lavras, UFLA, 2004.

Oxidagdodo  Oxidagdo do

Tratamento explante  meio de cultivo
(%) (Nota)
Meio de cultivo Tempo .de
lavagem (minutos)

WPM 0 86,17 . 2,67
WPM 15 93,91 3,09
WPM 30 - 96,29 2,29
WPM 45 93,78 3,11
WPM 60 96,67 2,22
WPM 720 80,23 2,85

MS 0 100 3

MS 15 100 3.5

MS 30 78,5 3

MS 45 93,55 2,82

MS 60 95 291

MS 720 98,46 3,92

A lavagem do material vegetal nfio diminuiu a oxidagdio dos explantes
caulinares, os quais apresentaram altas porcentagens de oxidagdo em todos o
tratamentos estudados. Sato et al. (2001), ao realizarem estudos com Celtis sp.,
observaram que a lavagem dos segmentos caulinares no alterou a resposta de
oxidagdio dos explantes. Grattapaglia & Machado (1998) recomendam utilizar a
lavagem de explantes para auxiliar no controle da oxidago, principalmente para
espécies lenhosas. Deschamps & Pinto (1993) relatam que, em algumas
espécies, o tempo de lavagem ndo influencia na intensidade da oxidagdo.

Segundo Sato et al. (2001), em explantes caulinares que apresentam
facilidade para liberar fendis, a oxidagfio ocorrerd independente do tempo de

lavagem.
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5.2 Efeito da consisténcia do meio de cultivo na oxidaciio dos explantes foliares
e caulinares

A andlise dos dados de oxidagdo dos explantes foliares ajustou-se ao
modelo logistico dado pela equagdo (1). A interpretagio deste modelo € feita por
meio da probabilidade fornecida para o explante vivo dada uma concentraggo de

dgar no meio de cultura.

4,096-08164C
Prob(y=S|C)=W‘ (1)

A qualidade do ajuste do modelo ¢ representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,697. Com base neste valor pode-se afirmar
que o modelo ajustado ¢ apropriado para os dados observados.

O modelo proposto para a oxidagdo dos explantes foliares inoculados em
meio MS com diferentes concentragdes de 4gar foi o logistico, dado pela
equagio (2). A interpretagio deste modelo € feita: por meio da probabilidade
fornecida para o explante vivo dada a uma consisténcia do meio de cultura.

1.547-1,363C
prob(y = S|C)=WC‘ 2

A qualidade do ajuste do modelo € representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,816. Com base neste valor pode-se afirmar
que o modelo ajustado € apropriado para os dados observados.

O modelo logistico foi proposto para os dados de oxidagdo dos segmentos
caulinares em fungdio da consisténcia do meio de cultivo WPM, dado pela
equagio (3). A interpretagdo deste modelo foi feita por meio da probabilidade de
se obter segmentos caulinares vivos em fungfo dos tratamentos utilizados.
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1.910-0,1824C

[4
prob(y = SIC)=W 3)

A qualidade do ajuste do modelo € representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,316. Com base neste valor pode-se afirmar
que o modelo ajustado & apropriado para os dados obtidos.

Para a andlise estatistica dos resultados de oxidagio em funcio da
consisténcia do meio de cultura MS foi proposto o modelo logistico dado pela
equacio (4). A interpretagio deste modelo foi feita por meio da probabilidade de

se encontrar segmentos caulinares vivos em uma determinada consisténcia.

e8.708—l.362C
Prob(y=S|C)=T;esTw'sz—c @)

A qualidade do ajuste do modelo € representada por meio da “Deviance”,
cuja probabilidade obtida foi de 0,760. Com base neste valor pode-se afirmar
que o modelo ajustado ¢ apropriado para os resultados obtidos.

A interpretagio dos resultados referentes ao estudo do efeito da
consisténcia do meio de cultivo na oxidagdo dos explantes foliares foi feita por
meio da probabilidade fornecida para os explantes vivos em fungéio dos
tratamentos utilizados. A andlise estatistica dos coeficientes estimados para os
resultados obtidos para as consisténcias do meio de cultivo WPM € demonstrada

na Tabela 9 e para o meio de cultivo MS na Tabela 10.
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TABELA 9 Anilise estatistica das estimativas dos coeficientes ajustados para o
modelo logistico referente aos explantes foliares inoculados em
meio WPM com diferentes concentragdes de dgar. Lavras, UFLA,

2004.
Coeficiente Erro padrio p-valor
Preditor
Intercepto 4,096 0,9238 0,000
Consisténcia -0,8164 0,1764 0,000

TABELA 10 Anilise estatistica das estimativas dos coeficientes ajustados para o
modelo logistico referente aos explantes foliares inoculados em
meio MS com diferentes concentracdes de dgar. Lavras, UFLA,

2004.
Preditor Coeficiente Erro padrdo p-valor
Intercepto 1,547 0,645 0,016
Consisténcia -1,363 0,3589 0,000

Para se analisar os resultados referentes & oxidagdo dos explantes foliares
e do meio de cultivo, utilizou-se o teste Kruskall-Wallis (KW), descrito na
Tabela 11.

TABELA 11 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para oxidagdo do explante
foliar e do meio cultivo. Lavras, UFLA, 2004.

Meio Oxidacao ‘ p-valor
Explante * 0,000

WPM Meio 0,000
Explante 0,000

MS Meio 0,000

Os resultados referentes a oxidagio do meio de cultivo e dos explantes

foliares em funggo dos tratamentos utilizados foram significativos (Tabela 11).
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A porcentagem de sobrevivéncia dos explantes foliares diminuiu com o
aumento da consisténcia dos meios de cultivo WPM e MS, sendo uma maior
sobrevivéncia observada no meio de cuitivo WPM (Figura 2). Uma redugdo
mais acentuada na porcentagem de sobrevivéncia é observada quando os
explantes sdo inoculados no meio de cultivo MS, onde concentragdes de 4dgar
superiores a 4g L"! causaram a morte dos explantes.

Concentragiio elevada de dgar apresentou uma menor oxidagdo quando se
utilizou o meio de cultivo WPM.
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FIGURA 2 Porcentagem de sobrevivéncia obtida do modelo logistico
ajustado para os explantes foliares de pequizeiro em fungao
do meio de cultivo e sua consisténcia. Lavras, UFLA, 2004.

A maior sobrevivéncia dos explantes foliares (100%) foi obtida com o
cultivo destes em meio WPM liquido. Méxima sobrevivéncia (80%) em meio
MS também foi obtida na auséncia de 4gar.

Em relagiio & oxidagio do explante, quanto major a concentragio de agar
no meio de cultivo maior foi a ocorréncia de oxidagdo nos explantes foliares
(Tabela 12). Observa-se também que a menor ocorréncia de oxidagfo foi obtida
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por meio da inoculagdo dos explantes em meio WPM liquido (fndice de
oxidagdo de 1,93). Para o meio de cultivo MS, o menor indice de oxidagdo dos
explantes foliares (2,40) foi observado quando ndo houve o acréscimo de 4gar ao
meio de cultivo.

A maior oxidagio dos explantes foliares (5,60) foi observada ao se inocular
os explantes em meio de cultivo WPM solidificado com 7g L™ de 4gar, resultado
semelhante ao observado em explantes inoculados em meio MS acrescido com 7g
L de 4gar (5,50) (Tabela 12).

Objetivando fazer uma anlise exploratéria em relagdo ao indice de oxidagdo
procedeu-se a estimagéio das médias de cada tratamento conforme ¢ demonstrado na
Tabela 12.

TABELA 12 Resultados referentes a oxidagdo dos explante foliares, oxidacdo do
meio de cultivo e porcentagem de sobrevivéncia. Lavras, UFLA,

2004.
Tratamento Oxidagdo do Oﬁﬁga:edo Porcentagerp de
explante . explantes vivos
cultivo

TO = WPM 1,93 1,80 100
T1=WPM+2gL" de dgar 2,82 2,88 88,24
T2=WPM +4 gL' de 4gar 2,06 3,00 75
T3=WPM+6gL" de dgar 5,19 4,06 25
T4=WPM + 7 gL" de 4gar 5,60 4,87 20
T5=MS 2,40 2,13 80
T6=MS +2 gL de agar 3,46 3,07 28,57
T7=MS +4 gL' de 4gar 4,94 4,75 0
T8 =MS + 6 gL" de dgar 5,38 5,06 0
T9 =MS + 7 gL' de dgar 5,50 5,57 0

O menor fndice de oxidagdo do meio de cultivo foi obtido utilizando-se o
meio de cultivo WPM na auséncia de 4gar (1,80). Para o meio MS, o menor

indice de oxidagdo também foi obtido na auséncia de 4gar (2,13).
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O meio de cultivo MS apresentou-se mais oxidado ao ser solidificado
com 7g L' de 4gar (fndice de oxidagdo de 5,57), em comparagéo ao meio WPM
(4,87) (Tabela 12).

Quanto maior a concentragio de 4gar no meio de cultivo menor foi a
difusio dos compostos fendlicos, apresentando assim maior oxidagdo do meio e
do explante.

Ao se analisar o efeito isolado dos meios de cultivo WPM e MS (Tabela
13) sobre o estabelecimento de explantes foliares observa-se que o meio MS
apresenta maior oxidagdo, com indices de oxidagdo de 4,34 (explantes) e 4,12
(meio de cultivo) e menor sobrevivéncia dos explantes (21,71%), possivelmente
devido 2 maior concentragdo de sais em sua composigdo em relagdo ao meio
WPM (48% da concentragio do MS). Segundo Caldas et al. (1998), a reducdo da
concentragiio de sais do meio de cultivo tem sido uma das formas de controlar a

oxidagdo em plantas lenhosas, corroborando com os resultados obtidos neste

estudo.

TABELA 13 Média geral dos resultados obtidos para o efeito isolado dos meios
de cultivo WPM e MS no estabelecimento de explantes foliares.

Lavras, UFLA , 2004.
Meio de cultivo  Oxidagdo do Oxidagiodo  Explantes vivos
explante meio de cultivo (%)
WPM 3,52 3,32 61,64
MS 4,34 4,12 21,71

A oxidagio do explante foliar foi progressiva com o aumento da
consisténcia do meio de cultura, de um indice de oxidagdo de 2,16 em meio
liquido para 5,55 em meio solidificado com 7g L' de 4gar (Tabela 14).
Resultados semelhantes foram observados para a oxidagdo do meio de cultivo,
que apresentou um fndice de oxidagio de 1,96 na auséncia de gare de 5,22 ao
se acrescentar 7 g L' de 4gar. Estes resultados estio em consonéncia com
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Teixeira (2004), quando relata que o dgar parece contribuir para uma maior
oxidagio dos explantes e esta oxidagdo estd associada a concentrag3o de dgar

utilizado no meio de cultivo.

TABELA 14 Média geral dos resultados obtidos para o efeito isolado da
consisténcia dos meios de cultivo no estabelecimento de explantes

foliares. Lavras, UFLA , 2004,

Agar Oxidag3o do Oxidagio do meio  Explantes vivos
(gL explante de cultivo (%)

0 2,16 1,96 S0

2 3.14 2,97 58,40

4 35 3,87 37,50

6 5,28 4,56 12,5

7 5,55 5,22 10

A interpretagio dos resultados referentes ao estudo do efeito da
consisténcia do meio de cultivo na oxidagdo dos segmentos caulinares foi feita
por meio da probabilidade fornecida para os explantes vivos em fungiio dos
tratamentos utilizados. A anélise estatistica dos coeﬁcientes estimados para os
resultados obtidos para as consisténcias do meio de cultivo WPM € demonstrada

na Tabela 15 e para o meio de cultivo MS, na Tabela 16.

TABELA 15 Andlise estatistica dos resultados de oxidagdo referentes aos
segmentos caulinares inoculados em meio WPM com diferentes

consisténcias. Lavras, UFLA, 2004. .

Preditor Coeficiente Erro padrdo p-valor
Intercepto 01,910 0,5912 0,000
Consisténcia -0,1824 0,1130 0,106

A consisténcia do meio de cultivo teve baixa contribuigdo a0 modelo

proposto, no entanto, em virtude do modelo estar bem ajustado, este foi
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considerado adequado para estimar a probabilidade dos segmentos caulinares
vivos (Tabela 16).

TABELA 16 Anilise estatistica dos resultados de oxidagdo referentes aos
segmentos caulinares inoculados em meio MS com diferentes
consisténcias. Lavras, UFLA, 2004.

Preditor Coeficiente Erro padrio p-valor
Intercepto 8,708 3,166 0,006
Consisténcia -01,362 0,4975 0,006

O efeito da consisténcia do meio de cultura MS apresentou uma

importante contribuig3o ao estudo proposto (Tabela 16).

Para se analisar os resultados referentes 2 oxidagio dos segmentos
caulinares e do meio de cultivo utilizou-se o teste Kruskall-Wallis (KW) (Tabela
17).

TABELA 17 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para a oxidagéio dos
: segmentos caulinares e do meio cultivo. Lavras, UFLA,

2004.
Meio Oxidacdo p-valor
Explante 0,082
WPM Meio 0,292
Explante 0,000
MS Meio 0,134

A oxidagiio para os segmentos caulinares e para 0 meio de cultivo em
fungdio das consisténcias do meio foi significativa apenas para os segmentos
caulinares inoculados em meio de cultivo MS (Tabela 17).

Os segmentos caulinares inoculados em meio WPM sofreram pouca
variagio na porcentagem de sobrevivéncia, observando-se pouca influéncia da

consisténcia do meio de cultivo sobre a oxidagio (Figura 3). O indice de
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sobrevivéncia dos explantes variou de 92,86% em meio WPM liquido para 70%,
em meio de cultivo acrescido com 7g L™ de 4gar. ‘

Para o meio de cultivo MS foi observou-se 100% de sobrevivéﬁcia até a
concentrago de 4mg L™ de 4gar, com decréscimo em concentragGes superiores,
chegando a 35,71% em meio de cultivo acrescido com 7g L’ de 4gar (Figura 3).
Estes resultados corroboram os de Teixeira (2004), que recomenda a redugéio da

concentracio de dgar para 0,4%, a fim de reduzir a oxidagdo e seus efeitos.
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FIGURA 3 Sobrevivéncia dos segmentos nodais em fungio do meio de
cultivo e sua consisténcia. Lavras, UFLA, 2004.

A menor oxidagiio dos segmentos caulinares foi obtida ao se inocular os
explantes em meio de cultivo MS sem a suplementagio com dgar (indice de
oxidagiio de 1,73). Entretanto, a maior oxidagdo dos explantes (4,71) também foi
observada no meio de cultivo MS, quando este foi acrescido com 7g L™ (Tabela 18).

A variagio da consisténcia no meio de cultivo WPM, aparentemente, néo

influenciou na oxidagdo dos segmentos caulinares, apresentando resultados nio
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significativos (indice de oxidaggo para o meio sem acréscimo de 4gar de 3,43 € 3,22
para o meio acrescido de 7g L™) (Tabela 18).

Objetivando fazer uma anilise exploratéria em relagiio ao indice de

oxidagio procedeu-se a estimagdo das médias de cada tratamento conforme é
demonstrado na Tabela 18.

TABELA 18 Resultados referentes a oxidagio dos segmentos caulinares, oxidagdo
do meio de cultivo e porcentagem de explantes vivos. Lavras,

UFLA, 2004. .
Tratamento Oxidaggo do O:;::iaiga:edo Explantes vivos
explante cultivo (%)
T0 = WPM 3,43 2,79 92,86
T1=WPM +2gL" de dgar 2,86 3,07 85,71
T2 =WPM + 4 gL de 4gar 4,50 3,00 78
T3 =WPM + 6 gL de 4gar 3,82 2,41 74
T4 =WPM + 7 g L de 4gar 3,22 2,83 70
T5 =MS 1,73 2,13 100
T6=MS +2 gL" de dgar 2,07 2,29 100
T7=MS+4gL" de dgar 2,88 3,00 100
T8 =MS + 6 gL de 4gar 3,94 3,63 56,25
T9=MS +7gL" de 4gar 4,71 3,57 35,71

Em relagdo 4 oxidagdo dos meios de cultivo inoculados com segmentos
caulinares e solidificados com diferentes concentragSes de dgar observou-se que
o meio MS apresentou ¢ menor indice de oxidag@ao ao permanecer em estado
liquido (2,79) e o maior indice de oxidagZo (3,79) foi observado quando este foi
solidificado com 7g L' (3,79) (Tabela 18).

O meio WPM apresentou pouca variagdo em sua oxidagdo (apresentando
um fndice de oxidagdo de 2,79 na auséncia de dgar e 2,83 quando foram
acrescentados 7g L de dgar ao meio) (Tabela 18). Estes resultados sugerem que
o gradiente de consisténcia ao qual o meio de cultivo WPM foi submetido pouco

influenciou na oxidagao.
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O efeito isolado do meio de cultivo sobre a oxidagdo dos segmentos
caulinares demonstrou que a maior oxidagdo dos explantes foi obtida em meio
WPM (indice de 3,56) em comparag¢do ao meio MS (indice de 3,07). Apesar
destes resultados, respostas contrdrias foram observadas para a oxidagdo do
meio de cultivo, em que o meio WPM apresentou menor indice (2,82) em
relacio a0 meio MS (2,12). Em relag@o 2 sobrevivéncia dos explantes caulinares,
o meio WPM apresentou 80,11% de explantes vivos, e 0 meio MS, 78,39%
(Tabela, 19).

TABELA 19 Média geral dos resultados obtidos para o efeito isolado dos meios
de cultivo WPM e MS no estabelecimento de segmentos
caulinares. Lavras, UFLA , 2004.

. . Oxidagdo do Oxidagago do  Explantes vivos
Meio de cultivo explante meio de cultivo (%)
WPM 3,56 2,82 80,11
MS 3,07 3,12 78,39

Ao se analisar o efeito isolado das concentragdes de 4gar utilizadas para
solidificar os meios de cultivo, observa-se que os melhores resultados foram
obtidos na auséncia de 4gar, o que proporcionou maior taxa de sobrevivéncia
dos segmentos caulinares (96,43%) e menores indices de oxidagdo do explante e
do meio de cultura (2,58 e 2,46, respectivamente) (Tabela 20).
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TABELA 20 Média geral dos resultados obtidos para o efeito isolado da
consisténcia dos meios de cultivo no estabelecimento de
segmentos caulinares. Lavras, UFLA , 2004.

Oxidagiodo Oxidagdo do meio Explantes vivos

A -1

Agar@L) explante de cultivo
0 2,58 2,46 96,43
2 2,46 2,68 92,85
4 3,69 3,00 89,00
6 3.88 3,02 65,12
7 3,95 3,20 45,98

53 Efeito de antioxidantes no estabelecimento in vitro de explantes foliares e
caulinares

. Com o objetivo de comparar o efeito da utilizagdo dos antioxidantes
polivinilpirrolidona (PVP) e 4cido citrico no controle da oxidagdo dos explantes
foliares, realizou-se o teste Kruskall-Wallis. Por meio da probabilidade

fornecida pelo teste (0,003), verificou-se que pelo menos um tratamento difere

dos demais (Figura 4).
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FIGURA 4 Oxidagido dos explantes foliares em fungiio dos tratarmmentos
utilizados, onde: Tl= controle, T2 = 4cido citrico (Ac.)
50mg L', T3 = Ac. 100mg L', T4 = Ac. 200mg L, T5 =
Ac. 400mg L", T6 = Ac. 800mg L, T7 = PVP 50mg L",
T8 = PVP 100mg L, T9 = PVP 200mg L", T10 = PVP
400mg L', T11 = PVP 800mg L™, Lavras, UFLA, 2004.

Com o aumento da concentragdo dos dois antioxidantes, a porcentagem
de oxidagdo dos explantes foliares diminuiu. O uso de 800mg L' de 4cido
citrico promoveu uma oxidacdo de 16%, o que ndo diferiu estatisticamente do
uso de 400mg L, que resultou em 17,6% de oxidacdo (Figura 4).

No entanto, 0 melhor resultado foi obtido com o uso de PVP nas
concentragdes de 400mg L7 e 800mg L', os quais respectivamente,
apresentaram 10,2% e 12,2% de oxidagiio dos explantes foliares (Figura 4).
Melo et al. (2001), em seus estudos com guarirobeira [Syagrus oleraceae (Mart.)
Becc.], observaram resultados contrérios ao deste trabalho, relatando que o PVP

foi pouco eficiente no controle da oxidagdo.
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A avaliagio do efeito dos antioxidantes no estabelecimento dos
segmentos caulinares por meio do teste Kruskall-Wallis (KW) demonstrou que
pelo menos um dos tratamentos diferiu dos demais, porque foi verificado por
meio da significincia apresentada pelo teste KW (0,001), a 5% de significancia.

Para uma melhor compreensdo, montou-se o grifico box-plot apresentado na

Figura 5.
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FIGURA 5 Oxidagdo dos segmentos caulinares em fungio dos tratamentos
utilizados, Onde: T1= controle, T2 = écido cftrico (Ac.) SOm% L,
T3 = Ac. 100mg L™, T4 = Ac. 200mg L', T5 = Ac. 400mg L", T6
= Ac. 800mg L, T7 = PVP 50mg L, T8 = PVP 100mg L', T9=
PVP 200mg L*, T10 = PVP 400mg L", T11 = PVP 800mg L.
Lavras, UFLA, 2004.

Observou-se uma redugio da oxidagio com o aumento das concentragdes
dos antioxidantes, comportamento este também observado para os segmentos

caulinares (Figura 5).
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Na auséncia de antioxidante no meio de cultivo, observou-se 80% de
oxidagdo (Tratamento 1). Maior controle da oxidagdo em explantes caulinares de
pequizeiro foi obtido com o uso de 400 e 800mg L de PVP, que promoveu um
indice de oxidagdo de aproximadamente 10% (Figura 5).

De acordo com os resultados deste trabalho, o PVP demonstrou ser
melhor no controle da oxidagdo de explantes foliares e segmentos caulinares de
pequizeiro. Este resultado concorda com Teixeira (2004), este autor relata que o
PVP ¢é uma poliamida capaz de adsorver os fendis por meio de ligagdes de
hidrogénio, o que previne a oxidagdo e polimerizagdo, além de adsorver os

produtos da oxidagio fenélica (quinonas).
6 CONCLUSQOES

A lavagem dos explantes em 4gua corrente por um tempo de 720 minutos
(12 horas) auxiliou no controle da oxidagio de explantes foliares, possivelmente
pela lixiviagiio dos compostos fen6licos.

O aumento da consisténcia do meio de cultivo ocasionou o aumeato da
oxidacdo dos explantes e do meio de cultivo.

O meio de cultivo MS foi mais propenso & oxidagio fenélica do que o meio
WPM, quando inoculados com explantes foliares e caulinares.

A utilizago de 400 e 800mg L™ de PVP foi mais eficiente no controle da
oxidacdo de explantes foliares e caulinares de pequizeiro estabelecidos in vitro.
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Indugdio de calos in vitro em explantes foliares. In:
Micropropagagio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 95 -
116. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

O pequizeiro apresenta uma baixa regeneragdo natural, sendo sua
germinagio imregular e lenta. Estas limitagdes podem inviabilizar tanto a
producdo racional de mudas como sua utilizagdo silvicultural. O cultivo in vitro
do pequizeiro € uma ferramenta importante que pode auxiliar sua propagagéo de
forma eficaz. No cultivo in vitro, um dos métodos que possibilitam a propagacéo
em massa de uma determinada espécie é o cultivo de calos, que pode também
ser utilizado para a producio de metabélicos secunddrios e para o
desenvolvimento de um sistema de transformagio genética. Este trabalho teve
como objetivo estudar a indugdo de calos do pequizeiro em explantes in vitro.
Foram utilizados como explantes folhas jovens retiradas de plantas matrizes. As
folhas permaneceram em 4gua corrente por 12 horas, sendo levadas em seguida
para a cimara de fluxo laminar, onde foram desinfestadas utilizando-se 4lcool
etflico 70% por | minuto e hipoclorito de s6dio comercial a 2,5% de cloro ativo
por 10 minutos ¢ lavadas em 4gua destilada autoclavada por trés vezes. As
folhas permaneceram em 4dgua destilada até o momento da inoculagdo, sendo
seccionadas em fragmentos. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
meio de cultura WPM, suplementado com 30g L* de sacarose, 7g L de 4gar e
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento. O pH foi ajustado para
5.8 antes da autoclavagem. Estudou-se o efeito de diferentes combinacdes de
BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 40mg L") + ANA (0; 0,5; 1,0; 2,0 4,0mg L' ede24D
(; 0,5; 1,0; 2,0 4,0mg L") + TDZ (0; 0.5; 1,0; 2,0 4,0mg L"), na indugdo de
calogénese em explantes foliares. Observou-se também o efeito de trés
‘combinagdes de reguladores de crescimento j4 utilizadas para a inducdo de calos
em explantes foliares de pequizeiro 1,0mg L' de TDZ + 2,0mg L™ de 2,4-D;
1,0mg L" de BAP + 1,0mg L de 24D e 0,5mg L' de BAP + 1,0mg L" de
ANA. Os meios de cultivo foram solidificados com 7g L! de 4gar. O pH do
meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. A inoculagdo de
explantes retirados de plantas matrizes mantidas em sala de crescimento em
meio WPM acrescido com Img L de TDZ + 2mg L' de 2,4-D foi mais
eficiente para a obtengdo de calos, proporcionando a obtengdo de uma
porcentagem de 90,27% de formagéo de calos e 0,86g de matéria fresca.

96



2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. In vitro callus induction on leaf explants. In:
Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 95 -
116. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The pequi presents a low natural regeneration, and its germination is slow
and irregular. These limitations may become enviable both the rational
production of seedlings and its silvicultural utilization. The in vitro cultivation
of the pequi tree is an important tool that can aid its propagation in a efficient
way. In the in vitro cultivation, one of the methods which enables the mass
propagation of a particular species is callus cultivation, which may be also
utilized for the production of secondary metabolites and for the development of
a system of genetic transformation. These work objectived to study the in vitro
induction of the pequi tree’s callus induction. Young leaves taken from the
donor plants were utilized as explants. The leaves remained in taping water for
12 hours, they being taken, next, to the laminar flush chamber, where they were
disinfected by utilizing 70% ethylic alcohol for one minute and commercial
2.5% sodium hypochlorite of active chorine for 10 minutes and washed in
sterilized water distilled for three times. The leaves remained in distilled water
up to the moment of inoculation, they being sectioned into fragments. The
explants were inoculated in test tubes, WPM culture medium, supplemented
with 30g L of sucrose, 7g L of agar and different combinations of growth
regulators. pH was adjusted to 5.8 before autoclaving. The effect of different
combinations BAP (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0mg LY+ ANA (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0mg
L") and of 2.4-D (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0mg L") + TDZ (0; 0.5; 1.0; 2.04.0mg L),
in callus induction on leaf explants. Also the effect of three combinations of
growth regulators already utilized for induction of calluses on leaf explants of
pequi tree 1.0mg L de TDZ + 2.0mg L™ de 2.4-D; 1.0mg L™ de BAP + 1.0mg
L' de 2.4-D and 0.5mg L™ of BAP + 1.0mg L' of ANA was investigated. The
cultivation media were solidified with 7g L™ of agar. The pH of the cultivation
medium was adjusted to 5.8 before autoclaving. The inoculation of explants
taken from donor plants were kept in growth room WPM medium containing of
Img L of TDZ + 2mg L of 2.4-D, that was the most efficient for callus
obtaining, giving the percentage of 90.27% of callus formation and 0.86g of
fresh matter.
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3 INTRODUCAO

Uma espécie nativa do cerrado brasileiro de grande interesse para a
utilizagZio como produtora de frutos e para os programas de auxilio a renda
familiar é o pequizeiro (Caryocar brasiliense). Esta espécie se sobressai entre
vérias outras do cerrado pela produgdo de frutos oleaginosos muito apreciados
pela populagdo do cerrado (Melo, 1987).

O pequizeiro nio apresenta regeneragio natural em escala significativa,
sendo sua germinagdo irregular e lenta. iEstas limitagdes podem inviabilizar tanto
a produgdo racional de mudas como sua utilizagio silvicultural (Melo, 1987).

O cultivo in vitro do pequizeiro é uma ferramenta importante que pode
auxiliar sua propagacio de forma eficaz. No cultivo in vitro, um dos métodos
que possibilitam a propagagdo em massa de uma determinada espécie € o cultivo
de calos, que pode também ser utilizado para a produgio de metab6litos
secundérios e para o desenvolvimento de um sistema de transformagao genética.

Calos sio definidos como tecidos que podem apresentar diferenciagio
parcial, os quais séo constituidos por uma massa de células irregulares qué se
multiplicam desordenadamente €m resposta a injdrias quimicas ou fisicas e que
possuem a capacidade de se diferenciarem em tecidos e érgdos (Torres & Caldas
1990).

Viérios fatores podem influenciar a formagdo de calos em uma espécie,
sendo os principais o tipo de explante, a composicio do meio de cultura e as
condigdes de luz e temperatura (Santana, 2003).

As auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultivo para a
indugdo de calos e, geralmente, dependendo da concentragio, causam elongagao
celular e expansio ou divisdo celular. Em geral, com o uso de baixas
concentragdes de auxinas, predomina a formagéo de raizes adventicias, enquanto

que altas concentragSes induzem a formagao de calos. A interagdo entre auxinas
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e citocininas também é muito utilizada para a indugdo de calogénese (Gomes,
1999).
Este trabalho teve como objetivo estudar a indugio de calos in vitro em

explantes de pequizeiro.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Efeito das combinacdes BAP + ANA e 2,4-D + TDZ na calogénese em
explantes foliares

Foram utilizados como explantes folhas jovens retiradas de plantas
matrizes de 3 anos de idade mantidas em sala de crescimento com densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de aproximadamente
67umol m> s e temperatura de 251°C, localizada no setor de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

As folhas permaneceram em 4gua corrente por 12 horas, sendo levadas
em seguida para a cimara de fluxo laminar onde foram desinfestadas utilizando-
se dlcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio comercial a 2,5% de
cloro ativo por 10 minutos e lavadas em dgua destilada autoclavada por trés
vezes. As folhas permaneceram em dgua destilada até o momento da inoculagdo,
sendo seccionadas em fragmentos de aproximadamente 3cm’.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (23 x 137mm)
contendo 15 ml do meio de cultura Wood Plant Medium - WPM (Lloyd e
McCown, 1980), suplementado com 30g L' de sacarose, 7g L™ de 4gar, e
diferentes combinacgdes de reguladores de crescimento. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem que foi efetuada a 121°C, pressdo de 1,0 atm e por um

periodo de 20 minutos.
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Estudou-se o efeito de diferentes combinagdes entre BAP + ANA (Tabela
1) e de 2,4-D + TDZ (Tabela 2), na indugdo de calogénese em explantes

foliares.

TABELA 1 Tratamentos utilizados para a indugdo de calos em explantes foliares
de pequizeiro em fungdo da combinagdo de BAP + ANA. Lavras,

UFLA, 2004.

Tratamento BAP (mgL™) ANA (mgL™")
TO 0,0 0,0
Tl 0,0 0,5
T2 0,0 1,0
T3 0,0 2,0
T4 0,0 4,0
T5 0,5 0,0
T6 0,5 0.5
T 0,5 1,0
T8 0,5 2,0
T9 0,5 4,0

TI0 1,0 0,0
T11 1,0 0,5
T12 1,0 1,0
T13 1,0 2.0
T14 1,0 4,0
T15 2,0 0,0
T16 2,0 0.5
T17 2,0 1.0
T18 2,0 2,0
T19 2,0 4,0
T20 4,0 0,0
T21 4,0 0,5
T22 4,0 1,0
T23 4,0 2.0
T24 4,0 4,0
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TABELA 2 Tratamentos utilizados para indugdo de calos em explantes foliares
de pequizeiro em fung3o da combinagdo de 2,4-D + TDZ. Lavras,

UFLA, 2004.

Tratamento 24-D(mgL”) TDZ (mgL™)
TO 00 0,0
T1 0.0 0,5
T2 0,0 1.0
T3 0,0 ; 2,0
T4 0,0 4,0
T5 0.5 -‘ 0,0
T6 0.5 0,5
T7 0.5 1,0
T8 0,5 2,0
T9 0,5 ; 4.0
TI0 01,0 0,0
T11 010 0,5
TI2 01,0 1,0
TI3 01,0 | 2,0
T14 01,0 | 4,0
TI5 20 0.0
T16 2,0 0,5
T17 2,0 1,0
TI8 20 | 2,0
TI19 20 4,0
T20 40 0,0
T21 4,0 0.5
T22 4,0 1,0
T23 4,0 20
T24 4,0 4,0

Os experimentos foram montados em delineamento experimental
inteiramente casualizado com 25 tratamentos e 20 repeticSes, sendo cada
repeticio composta por um tubo de ensaio. Ao final de 30 dias, foi realizada
avaliagiio visual, que consistiu em observar a oéonéncia de calos e calos
fridveis.

Para a andlise dos dados foi feito o intervalo de confianga de 95% para a
diferenca de duas proporgdes (Triola, 1999).
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4.2 Influéncia de trés combinagdes de reguladores de crescimento na
inducdio de calos in vitro

Foram utilizados como explantes segmentos foliares de aproximadamente
3cm® retirados de folhas excisadas de plantas matrizes mantidas em sala de
crescimento sob DFFFA de média de 67umol m™s™ e de brotagdes obtidas por
cultivo in vitro.

Antes da retirada dos explantes, as folhas provenientes das plantas
matrizes permaneceram em 4gua corrente por 12 h. Na seqiiéncia, foram levadas
para cimara de fluxo laminar onde foi realizada a desinfestagdo destas utilizando
dlcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio comercial (2,5%) por 10
minutos, tendo os explantes sidos lavados por trés vezes em 4gua destilada
ﬁumclavada.

Os explantes foliares provenientes das plantas matrizes foram inoculados
em tubos de ensaio contendo meio WPM, acrescido com 30g L™ de sacarose e
trés combinagdes de reguladores de crescimento jé utilizadas para indugdo de
calos em explantes foliares de pequizeiro: 1,0mg L de TDZ +2,0mg L™ de 2,4-
D (resultado obtido em experimentos anteriores); 1,0mg L' de BAP + 1,0mg L*
de 2,4-D (Dombroski, 1997) e 0,5mg L' de BAP + 1,0mg L' de ANA (Landa,
2000). Os meios de cultivo foram solidificados com 7g L' de 4gar. O pH do
meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

Os tubos de ensaio contendo os explantes foram mantidos sob DFFFA de
36umol m?s”, fomecida por ldmpadas fluorescentes frias, com fotoperiodo de
16 h e temperatura de 25£1°C.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente

casualizado com 3 tratamentos (trés combinagdes de reguladores de
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TABELA 5 Distribuigio da freqiiéncia de formagdo de calos. Lavras, UFLA,

2004. ‘
Tratamentos Sim Nio Totais
BAP * ANA 39 211 250
24D * TDZ 75 175 250
Total 114 386 500

TABELA 6 Distribuigdo da freqiiéncia de formagfio de calos fridveis. Lavras,

UFLA, 2004.
Tratamentos Sim Niao Totais
BAP * ANA 128 122 250
24D * TDZ 153 97 250
Total 281 219 500

Por meio das freqiiéncias mostradas nas Tabela 5 e 6, comparou-se a
proporgdo das respostas obtidas em relagdo a formagdo total de calos e' de calos
fridveis, se relacionado os tratamentos. Para a realizagio desta anélise estimou-
se um intervalo de confianga para cada tratamento. Ao se comparar cada
intervalo, verificou-se que ambas as proporgdes ndo estavam sobrepostas,
portanto, concluiu-se que os tratamentos diferem significativamente, os

resultados sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8.

Ao observar a interagdo dos reguladores de crescimento BAP + ANA e
TDZ + 2,4-D foi possivel induzir calos em explantes foliares de pequizeiro,
sendo os resultados diferentes entre si significativamente a 5% de probabilidade,
tanto para a formagdo total de calos quanto para a formagdo de calos fridveis
(Tabelas 7 e 8).

105



TABELA 7 Proporgio da formagio de calos mediante a utilizagdo das
combinagdes de TDZ + 2,4-D e BAP + ANA. Lavras, UFLA,

2004.
Tratamentos Sim
BAP * ANA 0.455a
24D *TDZ 0,544 b

TABELA 8 Proporgdo da formagdo de calos fridves mediante a utilizacdo das
combinagdes de TDZ + 2,4-D e BAP + ANA. Lavras, UFLA,

2004.
Tratamentos Sim
BAP * ANA 0,342 a
24D *TDZ 0,657b

Observa-se que a auséncia dos reguladores de crescimento nido promoveu
a formagdo de calos (Figura 1). Pode-se observar também que a auséncia de
auxinas foi prejudicial para a formagfo dos calos, sendo o aumento de sua
concentragio favorével A formagdo de calos. Gomes (1999) relata que as auxinas
tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultivo para a indugdo de calos e
que a interagdo entre auxinas e citocininas também tem sido amplamente
utilizada. Santana (2003) relata que o sinergismo entre auxinas e citocininas ¢

_ critico para o controle da morfogénese in vitro.
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FIGURA 1 Gréfico descritivo da porcentagem de calos formados em fungdo
da combinagio dos reguladores de crescimento BAP + ANA € 2,4-
D + TDZ. Lavras, UFLA, 2004.

Os resultados referentes i utilizagdio da combinagdio de BAP + ANA
demonstram que a maior formagdo de calos (100%) foi obtida ao inocular os
explantes foliares em meio WPM acrescido com 0,5mg L™ de BAP + 4mg L" de
ANA e 2mg L' de BAP + 2mg L' de ANA. Nos tratamentos ausentes de ANA,
ndo foi observada a formagfo de calos, a qual aumentou gradativamente com o
aumento da concentragio de ANA (Figura 1). O resultado encontrado neste
trabalho concorda com Landa (2002) que, ao estudar a calogénese em pequizeiro
obteve resultados positivos com a utilizagdo de 0,5mg L' de BAP + 1,0mg L
de ANA, o que caracteriza uma relagfo alta entre auxina / citocinina.

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram obtidos por Cerqueira et
al. (2002), que obteve 100% de formago de calos em explantes foliares de erva-
de-touro (Tridax procumbens L.} utilizando 2mg L' de BAP combinado com
2mg L’ de ANA. |
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O aumento da concentragdo de BAP, no entanto, foi prejudicial para a
formagdo de calos (Figura 1). Segundo Nogueira (2003), este comportamento
possivelmente se deve ao efeito da citocinina encontrada no meio de cultura
(BAP) aliada ao contetido endégeno do explante foliar proporcionar um aumento
na concentragio deste regulador em relagio ao conteido de auxinas,
ocasionando uma diminui¢o na ocorréncia de calos.

Com relagiio 2 combinagdo entre 2,4-D + TDZ os melhores resultados
para a indugfio de calos foram obtidos com a utilizagdo de 2mg L'de24D+
img L de TDZ; 2mg L™ de 2,4-D + 2mg L" de TDZ; 4mg L" de 2,4-D e 4mg
L de 2.4-D + 0,5mg L de TDZ, os quais proporcionaram 100% de formagao
de calos. Também para a utilizagiio da combinagdo 2,4-D + TDZ, uma maior
relagio entre auxina / citocinina foi mais eficiente para a indugdo de calos
(Figura 1). Nogueira (2003) comenta que o 24-D é a auxina mais
freqiientemente utilizada na indugdo de calos e que, em murici-pequeno
(Byrsonima intermedia A. Juss.), esse regulador apresentou efeito positivo na
indugdo de calos em explantes foliares. No entanto, para este mesmo autor, a
interagdo entre o 2,4-D e TDZ ndo potencializou a calogénese em explantes
foliares de murici-pequeno, o que € antagdnico aos resultados encontrados nesse
trabalho.

Ao se comparar 2 infludncia da combinagio dos reguladores de
crescimento BAP + ANA e 2,4-D + TDZ na indugfio de calos em explantes
foliares de pequizeiro, observou-se que a utilizagdo de 2,4-D + TDZ foi mais
eficiente (média de 61,2% de formagdo de calos) em relagio ao uso de BAP +
ANA (média de 50,8% de formagdo de calos).

Maior formagéo de calos fridveis (70%) pela combinagdo de BAP + ANA
foi obtida utilizando-se as combinagdes Img L de BAP + Img L™ de ANA e
img L' de BAP + 2mg L de ANA (Figura 2). No entanto, 100% de calos

frifveis foi obtido ao se utilizar a combinagio de 24-D + TDZ nas
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concentragdes de 2mg L' de 2.4-D + Img L" de TDZ e 2mg L™ de 24-D +
2mg L' de TDZ.
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FIGURA 2 Griéfico descritivo da porcentagem de calos fridveis formados em

fungdo da combinagdo dos reguladores de crescimento BAP + ANA
e 2,4-D + TDZ. Lavras, UFLA, 2004.

O efeito das diferentes combinagbes de 2,4-D + TDZ na formagdo de
calos fridveis foi maior (média geral de 30%), em comparagdo com a utilizagéo
das combinagdes de BAP + ANA, as quais proporcionaram uma obtengiio de
15,6% de calos fridveis. :

5.2 Influéncia de trés combinacles de reguladores de crescimento na
inducfio de calos in vitro

Os resultados referentes 2 porcentagem de indugéo de calos e do peso da
matéria fresca dos calos obtidos em funcdo das trés combinagdes de reguladores
de crescimento sdo apresentados nas Figuras 3 ¢ 4.
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FIGURA 3 Box-plot para a porcentagem de calos formados em fungdo
dos tratamentos utilizados. Lavras, UFLA, 2004.

Maior porcentagem de formagio de calos (Figura 3) e o maior peso da
matéria fresca (Figura 4) foram obtidos por meio da inoculagdo dos explantes
em meio de cultivo WPM acrescido com 2mg L de 2,4-D + 1mg L' de TDZ.
Ao estudar a calogénese em explantes foliares de mogno (Swietenia macrophylia
King), Albarrén et al. (1997) também. obtiverarn melhores resultados ao utilizar
a combinacdo entre 2,4-D + TDZ, épesar de ser.em concentragles superiores
(10mgL"'de24-De0,2mgL" de TDZ).

110



15— *
*
*
1.0_' *
3
® . 3
2 »
3
05—
[ ]
[ ]
Q0 »
i AL : |
1 mg L' de 1 mg L' de 05 mg L de
TDZ + 2 mg L BAP+1mglL'' pBAP+1mglL!

de 24-D de 24-D de ANA

FIGURA 4 Box-plot para o peso da matéria fresca dos calos
formados em fungio dos tratamentos utilizados. Lavras,
UFLA, 2004.

A utilizaggo de 2mg L de 24-D + Img L' de TDZ propiciou uma
porcentagem de formagdo de calos de 88,26%, significativamente maior do que
os tratamentos que utilizaram 1mg L de 2,4-D + lmg L de BAP ¢ 0,5mg L"
de BAP + 1mg L de ANA, os quais obtiveram uma porcentagem de formagdo
de calos de 14,20% e 22,51%, respectivamente (Figura 3). Esses resultados
evidenciam o potencial de indugdo de calos da combinagio 2,4-D + TDZ em
relagdo ao BAP + ANA. ‘

Embora o uso de BAP + ANA tenha proporcionado uma porcentagem de
formag#o de calos de 22,51%, Landa (2000) reporta ter obtido 67% de formagdo
de calos em explantes foliares nas mesmas concentragdes. E possivel que esta

diferenga possa ser atribuida 2 época em que os experimentos foram produzidos,
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a fonte de explante utilizada, A origem e 4 idade do material vegetal utilizado,
entre outros fatores.

A utilizagio da combinagio de 2mg L' de 2,4-D + Img L" de TDZ
formou calos com peso médio de matéria fresca de 0,808g. As demais
combinagbes apresentaram resultados inferiores, respectivamente 0,165g e
0,248g para quando se utilizou Img L de 2,4-D + Img L" de BAP e 0,5mg L™
de BAP + Img L de ANA (Figura 4).

5.3 Influéncia do tipo de explante na indugiio de calogenese em explantes
foliares

A Tabela 9 apresenta a andlise de variincia dada pelo teste F, para a
obtengiio do peso da matéria fresca no tratamento em que o meio de cultivo
WPM foi acrescido com 1mg L* de TDZ + 2mg L' de 2,4-D e inoculado com

explantes foliares provenientes do ambiente ex vitro e do cultivo in vitro.

TABELA 9 Andlise de varifincia para peso da matéria fresca dos calos obtidos
pela a utilizag@o de 2mg L' de 24-D + Img L' de TDZ em meio
de cultivo WPM inoculado com explantes de origem ex vitro ¢ in
vitro. Lavras, UFLA, 2004.

FV. GL. QM. F

P-valor
Trat. I 0,3379 4,79 0,032
Erro 62 0,0705
Total 63

Ao se analisar a varidvel porcentagem de formagio de calos para a
utilizagiio de 1mg L' de TDZ + 2mg L" de 2,4-D variando-se o tipo de explante
(in vitro e ex vitro), concluiu-se, por meio do teste Kruskall-Wallis (p=0,000),

que os tratamentos diferem entre si.
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Em meio WPM acrescido com Img L' de TDZ + 2mg L de 2,4-D a
utilizagdo de explantes foliares provenientes de plantas matrizes mantidas em
sala de crescimento proporcionou 90,27% de formagdo de calos e o peso da
matéria fresca de 0,86g. Estes resultados foram superiores aos encontrados com
a utilizagdo de explantes retirados de brotagdes desenvolvidas in vitro, os quais
apresentaram 86,25% de formagdo de calos e 0,756g de peso da matéria fresca.

O aspecto visual do calo desenvolvido a partir de explante foliar
proveniente do ambiente ex vitro inoculado em meio WPM suplementado com
Img L de TDZ + 2mg L™ de 2,4-D pode ser observado na Figura 5.

FIGURA 5 Aspecto visual do calo desenvolwdo meio WPM suplementado com
Img L' de TDZ + 2mg L' de 2,4-D. Lavras, UFLA, 2004,
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6 CONCLUSOES

E possivel induzir calos em explantes foliares de pequizeiro por meio da
utilizagio de combinagdes de 1mg L' de TDZ + 2mg L™ de 2,4-D.

A inoculagdo de explantes retirados de plantas matrizes mantidas em sala
de crescimento em meio WPM acrescido com 1mg L de TDZ + 2mg L™ de
2,4-D foi mais eficiente para a obtengdo de calos, proporcionando a obtengdo de
uma porcentagem de 90,27% de formagdo de calos e 0,86g de matéria fresca.
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CAPITULO VI

i

INDUCAO IN VITRO DE CALOS EM ANTERAS
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Indugio in vitro de calos em anteras. Im:
Micropropagacio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 117 -
158. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

A cultura de tecidos vem sendo amplamente utilizada como alternativa
para a propagagdo de plantas que apresentam dificuldades em sua reprodugéo
natural. Apesar da grande produgdo de frutos, as sementes de pequizeiro
apresentam dificuldades de germinago, 0 que toma a cultura in virro uma
altenativa importante a ser considerada para o auxilio na propagagdo do
pequizeiro. Este trabalho teve como objetivo induzir a formagdo de calos em
anteras de pequizeiro, auxiliando futuros estudos de melhoramento e propagagdo
desta espécie. Avaliou-se o efeito da posigZo da inoculagdo e do carvdo ativado
no estabelecimento in vitro de anteras de pequizeiro, utilizando-se meio WPM
acrescido de diferentes concentragdes de carvdo ativado (0, 1,2e4 g L"), sendo
as anteras inoculadas na superficie do meio de cultivo e sob esta. Avaliou-se
também, o efeito dos antioxidantes carvio ativado, polivinilpirrolidona (PVP) e
4cido citrico sobre as anteras inoculadas em meio WPM. O estudo da indugdo de
calos em anteras foi realizado com a inoculagio destas em WPM acrescido de
diferentes concentragdes de cinetina (0, 1, 2e 4mg L"), BAPe24-D (0, 1,2 ¢
4mg L") e dos antioxidantes carvio ativado (4g L"); PVP e 4cido citrico na
concentragdo de 400mg L. Menor oxidag#io das anteras foi obtida inoculando-
as abaixo da superficie do meio de cultura. A utilizagéo de 4mg L' de BAP +
2g L de carvdo ativado + 400mg L™ de 4cido citrico proporcionou o melhor
controle da oxidagsio das anteras. O melhor tratamento para a indugéo de calos
de anteras de pequizeiro foi a utilizagio de 4mg L' de BAP + 2g L™ de carvio
ativado + 400mg L™ de 4cido citrico, propiciando 18,75% de formac&o de calos.

118



2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. In vitro callus induction on anthers. In: Im:
Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.). 2004.P.117 -
158. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Tissue culture has been widely utilized as an alternative to propagation of
plants which present difficulties in their natural reproduction. In spite of the
great fruit yield, pequi tree seeds present germination troubles, which makes the
in vitro culture an important tool to help the propagation of the pequi tree. This
work was designed to induce callus formation on anthers of pequi tree, aiming
future breeding studies and propagation of this species. The effect of the
inoculation position and of the activated charcoal in the in vitro establishment of
pequi tree anthers, by utilizing WPM medium added of varying concentrations
of activated charcoal (0, 1, 2 and 4 g L") was evaluated, the anthers being
inoculated on the surface of the culture medium and under this. Also the effect
of the antioxidants activated charcoal, polyvinylpyrrolidone (PVP) and citric
acid on the anthers inoculated in WPM medium was evaluated. The study of the
callus induction on anthers was undertaken with the inoculation of these in
WPM added of different concentrations of kinetin (0, 1, 2 and 4mg L"), BAP
and 2.4-D (0, 1, 2 and 4mg L") and of the antioxidants activated charcoal (4 gL’
'y, PVP and citric acid at the concentration of 400mg’ L. Lower oxidation of the
anthers was obtained by inoculating below the surface of the culture medium.
Use of 4mg L™ of BAP + 2g L™ of activated charcoal + 400 mg L™ citric acid
provided the best control of the oxidation of the anthers. The best treatment for
induction of pequi tree anther calluses was the utilization of 4mg L' of BAP +
2g L of activated charcoal + 400mg L of citric acid, providing 18.75% of
callus formation.
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3INTRODUCAO

Com a necessidade de propagacdo de espécies importantes para a
economia mundial e para preservagio ambiental das florestas, a cultura de
. tecidos vem sendo amplamente utilizada como alternativa para propagacdo de
plantas, principalmente para as que apresentam dificuldades em sua reprodugéo
natural. ‘

Apesar da grande producio de frutos, as sementes de pequizeiro
apresentam dificuldades de germinaéﬁo, afetando a regenera¢do natural em
escala significativa, o que torna a cultura ir vitro uma alternativa importante a
ser considerada para o auxilio na propagagdo do pequizeiro.

No cultivo in vitro, um dos métodos que possibilitam a propagacdo em
massa de uma determinada espécie € o cultivo de calos, que pode também ser
utilizado para a produgio de metabélitos secundérios ¢ para o desenvolvimento
de um sistema de transformagdo genética.

Os calos podem ser obtidos por meio de cultivo i vitro de vérios tipos de
explantes, dentre estes as anteras.

Este trabalho teve como objetivo induzir a formag3o de calos em anteras
de pequizeiro, auxiliando futuros estudos de methoramento e propagacdo desta

espécie.
4 MATERIAL E METODOS

Botoes florais de pequizeiro (Figura 1) foram coletados de plantas adultas
no municipio de Itutinga - MG. Durante a coleta dos botdes florais (tamanho
aproximado de 1,5 cm), estes permaneceram em caixa de isopor com ambiente

refrigerado por gelo, sendo posteriormente transferidos para o Laboratério de
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Propagagiio de Plantas Lenhosas do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade

Federal de Lavras, onde permaneceram em refrigerador durante 24 horas.

FIGURA 1 Botdes florais de pequizeiro utilizados para a retirada das anteras.
Lavras, UFLA, 2004,

Os botdes florais foram submetidos a desinfestagdo com etanol 70% por
60 segundos, hipoclorito de sodio comercial com 2,5% de cloro ativo por 15
minutos e lavados 3 vezes em camara de fluxo em agua destilada e autoclavada,

As anteras foram extraidas por meio de uma incisdo no botio floral e

removidas com auxilio de pinga e bisturi previamente esterilizados.
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4.1 Efeito da posicio de inoculagiio e carvio ativado no estabelecimento in
vitro de anteras de pequizeiro

Para se avaliar o efeito da posi¢do da inoculagdo e do carvéo ativado no
estabelecimento in vitro de anteras de pequizeiro, utilizou-se meio basal WPM
(Wood Plant Medium; Lloyd & McCown, 1980) acrescido 30g L de sacarose e
diferentes concentragdes de carvio ativado (0, 1, 2 e 4g L™"). O meio de cultura
teve o seu pH ajustado para 5,81 antes da autoclavagem a 121°C, 1,0 atm por
20 minutos e colocado em tubos de ensaio.

Em ensaios anteriores, visando o estabelecimento das anteras de
pequizeiro in vitro (dados niio demonstrados), foi observado que as anteras que
ficavam inclusas no meio de cultivo aparentemente oxidavam menos,
apresentando uma maior sobrevivéncia. Assim, neste trabalho, as anteras foram
inoculadas em duas posi¢Bes, na superficie do meio de cultura (S) e submersas
neste (I).

Ap6s a inoculag3o, as anteras foram mantidas por um periodo de 15 dias
no escuro em sala de crescimento com temperatura de 25t1°C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial com 2 x 4 (2 posi¢des de inoculagio e quatro concentragbes de carvio
ativado), perfazendo um total de 8 tratamentos com 10 repeti¢Ses, sendo cada
repeti¢io composta por um tubo de ensaio contendo 4 anteras.

Ap6s 15 dias, avaliou-se a porcentagem de anteras oxidadas, sendo estas
analisadas comparando-se as proporgdes por meio de intervalos de confianga de
95% do niimero de oxidag@io obtidas por tratamentos (Triola, 1999).
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4.3 Efeito da cinetina, BAP e 2,4-D na indugio de calos em anteras

As anteras foram submersas em meio WPM acrescido de diferentes
concentragdes de cinetina (0, 1, 2 e 4mg L"), BAPe24-D(0,1,2e4mgL e
dos antioxidantes carvio ativado (4g L"); PVP e 4cido citrico na concentragio
de 400mg L™ (Tabela 2).

Ap6s a inoculagdo, as anteras foram mantidas no escuro, em sala de
crescimento, com temperatura de 25+1°C.

O delinecamento experimental foi o inteiramente casualizado contendo 28
tratamentos com 10 repetigdes, sendo cada repeticdo composta por 5 anteras as
avaliagdes foram realizadas ap6s 40 dias de cultivo por meio da porcentagem de
anteras oxidadas e porcentagem de calos formados por tratamento.

A anilise estatistica referente A formago de calos foi feita utilizando-se 0
teste Kruskall-Wallis, considerando significancia de 5% (Triola, 1999). '

Para uma melhor visualizagio dos dados e para comparar quais
tratamentoé diferem entre si foi utilizado a construgdo de um Box-Plot (Bussab
& Morettin, 1987).
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TABELA 2 Tratamentos em fungio das concentragdes utilizadas de cinetina
(CIN), benzilaminopurina (BAP), 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
carvio ativado (CA), polivinilpirrolidona (PVP) e 4cido -citrico
(AC). Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Regulador de crescimento Antioxidante
T01 0 0
T2 imgL" CIN 4gL'CA
T3 2mg L' CIN 4gL'CA
T4 4mg L' CIN 4gL'CA
T5 Img L BAP 4gL'CA
T6 2mg L' BAP 4gL' CA
T7 4mg L' BAP 4gL'CA
T8 ImgL"'2,4-D 4gL'CA
T9 2mgL" 24-D 4gL'CA
T10 4mgL’'2,4-D 4gL'CA
Ti11 ImgL' CIN 400mgL"' PVP
T12 2mg L' CIN 400mg L' PVP
T13 4mgL' CIN 400mg L™ PVP
Ti4 Img L' BAP 400mg L™ PVP
T15 2mg L' BAP 400mg L' PVP
T16 4mg L' BAP 400mg L' PVP
T17 ImgL" 2,4-D 400mg L PVP
Ti8 2mgL"!24-D 400mg L' PVP
T19 4mgL" 2,4-D 400mg L' PVP
T20 ImgL"' CIN 400mg L' AC
T21 2mg L' CIN 400mg L' AC
T22 4mg L' CIN 400mg L' AC
T23 1mg L BAP 400mg L' AC
T24 2mg L' BAP 400mgL! AC
T25 4mg L BAP 400mg L AC
T26 imgL'24-D 400mg L' AC
T27 2mgL*24-D 400mg L' AC
T28 4mgL’24-D 400mg L™ AC
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4.4 Efeito do BAP e combinacdes de antioxidantes na indugéio de calos em
anteras

As anteras foram inclusas em meio basal WPM acrescido de BAP na
concentragdo de 4mg L™ e da combinagdo dos antioxidantes carvio ativado (4g
L") + PVP (400mg L™) e carvao ativado (4g L") + 4cido citrico (400mg L™").

Ap6s a inoculagdo, as anteras foram mantidas no escuro, em sala de
crescimento, com temperatura de 25x1° C.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, contendo 28
tratamentos com 10 repeticdes, sendo cada repetigio composta por um tubo
contendo 5 anteras.

As avaliagSes foram realizadas apés 40 dias de cultivo, por meio da
porcentagem de anteras oxidadas e porcentégem de calos formados por
tratamentos. Os resultados foram comparados por meio de intervalos de
confianca de 95%.

Objetivando comparar o efeito do BAP combinado com carvdo ativado,
PVP e 4cido citrico na formagio de calos, realizou-se o teste qui-quadrado
(Triola, 1999) (Tabela 3), o qual avaliou a seguinte hip6tese: existe uma
independéncia entre os tratamentos e a resposta observada na oxidagdo e

formacio de calos (Ho).

TABELA 3 Tabela de freqiiéncias do teste qui-quadrado para os resultados
de oxidago e de formagdo de calos em anteras.

Tratamentos
Ti T2 T3 Total
Oxidagdo 60 37 55 152
Calos 4 15 5 24
Total 64 52 60 176
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da posi¢io de inoculagfio e do carvio ativado no estabelecimento
in vitro de anteras

O resultado encontrado 6onstatou que o efeito dos tratamentos na
calogénese das anteras de pequizeiro foi significativo (p<0,001).

De acordo com a anélise de comparagiio das proporgdes de oxidagdo,
pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos ao se inocular as
anteras em meio WPM abaixo da superficie € com acréscimo de 2 e 4g L' de
carvio ativado, nio diferindo estatisticamente entre si, apresentando valores da
propor¢do de 0,3, diferindo dos demais tratamentos qhe apresentaram valores de
proporgio entre 0,8 a 0,9 (Tabela 4). :

TABELA 4 Comparacgio dos tratamentos (anteras inc}culadas na superficie - S e
inclusas no meio de cultivo - I) por meio do intervalo de confianga
de diferenca entre duas propor¢des. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Proporcao de oxidacdo

Carvdo ativado  Posigiio de

@gLh inoculaciio
Trat5 1 I 0,9 a
Trat3 4 S 0,8 a
Trat 2 2 S 0,8 a
Trat 7 4 I 03 b
Trat 6 2 I 0,3 b

* ProporgOes seguidas de mesma letra nio diferem entre si estatisticamente.

Os tratamentos 0, 1 e 4 foram retirados da anédlise por apresentarem
respostas nulas, portanto ao serem comparados com os demais tratamentos
seriam signficativamente diferentes, sendo assim desnecessdrio comparé-los

com os demais.
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O fato do carvdo ativado nas concentragdes de 2 e 4g L™ ter sido mais
eficiente no controle da oxidagdo de anteras de pequizeiro, corrobora com
Teixeira (2004), quando recomenda o uso do carviio ativado para a redugio da
oxidagdo dos compostos fendlicos exsudados pelos explantes em um cultivo in
vitro.

O aspecto das anteras de pequizeiro oxidadas e ndo oxidadas pode ser

observado na Figura 2.

FIGURA 2 Anteras de pequizeiro oxidadas (A) e antera ndo oxidada inclusa no
meio de cultura (B). Lavras, UFLA, 2004,

5.2 Efeito de antioxidantes no estabelecimento in vitro de anteras

O melhor antioxidante para o estabelecimento in vifro de anteras, de
acordo com o teste de proporgdes de oxidagdo, foi o carvdio ativado na
concentragdo de 4g L. O uso de 2g L' de carvdo ativado, 400mg L™ de PVP ¢
400mg L™ de AC, ndo diferiram estatisticamente do melhor resultado (Tabela 5).
A determinagdo de um antioxidante para o estabelecimento in vitro de anteras de
pequizeiro é de grande importancia para a indugio de calos, pois, segundo Sato

etal. (2001), a oxidagdo € um problema inerente ao cultivo in vitro.
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TABELA 5 Comparagdo dos tratamentos por meio do intervalo de confianca de
diferenga entre duas proporgdes. Lavras, UFLA 2004.

Tratamentos Proporgdo de oxidagio
Antioxidantes
Trat 4 100mg L™ PVP 0,90 a
Trat 7 100mg L' AC 0,85 a
Trat 1 1gL!' CcA 0,80 a
Trat 5 200mg L™ PVP 0,75 a
Trat 8 200mg L' AC 0,75 a
Trat 6 400mg L' PVP 0,60 b
trat 9 400mg L' AC 0,55 b
Trat 2 2gL'CA 0,45 b
Trat 3 _4gL'ca 0,35 b

* Proporgdes seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente.

Pasqual et al. (2002), em consonincia com, este trabalho, também
obtiveram bons resultados ao utilizar PVP na concentragdo de 200mg L', em
adi¢do ao meio de cultura, ao estabelecerem anteras de cafeeiro in vitro. Estes
autores ainda relatam que concentragdes superiores a 200mg L de PVP foram

prejudiciais ao desenvolvimento dos calos a partir de anteras de cafeeiro.
5.3 Efeito da cinetina, BAP e 2,4-D na indugfio de calos em anteras

Verificou-se que os tratamentos utilizados apresentaram respostas

similares.
Por meio da andlise de Kruskall-Wallis, foi observada a diferenca

estatistica do tratamento que utilizou 4mg L de BAP (T7) para a indugdo de
calos em relagiio os demais tratamentos utilizados (Figura 3).

i
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FIGURA 3 Box plot para a formagdo de calos a partir de anteras em
fungdo dos tratamentos utilizados. Lavras, UFLA, 2004.

As médias originais para a formagdo de calos em anteras foram de 40%
para o tratamento 7 (4mg L' de BAP + 4g L' de carvdo ativado), 10 % para os
tratamentos 6 (2mg L' de BAP + 4g L™ de carvio ativado), 8 (Img L™ de 2,4-D
+4g L de carvio ativado), 9 (2mg L" de 2,4-D + 4g L™ de carvio ativado) e 10
(4mg L de 2,4-D + 4g L de carvio ativado). Os demais tratamentos foram
ineficientes na indugdo de calos em anteras de pequizeiro.

Apesar de apresentar baixa indugdo de calos (40%) em anteras de
pequizeiro, o uso de WPM acrescido de 4mg L' de BAP + 4g L de carvio
ativado apresentou-se como sendo o melhor tratamento para a formagdo de
calos. O BAP geralmente é associado com a auxina para a indugdo de calo.
Landa et al. (2000) utilizaram o BAP associado com a auxina ANA para induzir
calogénese em explantes foliares de pequizeiro.

Os resultados também demonstraram que o uso de 2,4-D nas
concentragdes 1,2 e 4mg L ,combinado com 4g L™ de carvdo ativado, também
induziu calos em anteras de pequizeiro, no entanto, a porcentagem de indugdo
foi muito reduzida (10%). O 2,4-D também foi utilizado por Luz et al. (2000) na
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concentragio de 0,01mg L™, juntamente com 0,0lmg L™ de cinetina e Smg L!
de AgNO; para a indugdo de calos em anteras de piment4o.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que 0 regulé.dor de
crescimento cinetina ndo induziu a formagdo de calos em anteras de pequizeiro
nas concentragdes testadas, concordando com Pasqual et al. (2002) que concluiu
em seu trabalho com anteras de cafeeiro, que a adi¢io de cinetina diminui a

formagdo de calos.

5.4 Efeito do BAP e combinacdes de antioxidantes na indugso de calos em
anteras

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, segue-se a
comparagdo das proporgbes dos tratamentos em fungdo da oxidacdo e formacao

de calos.

TABELA 6 Comparagdo das proporgbes dos tratamentos utilizando-se “indice
de confianga” de 95%. Lavras, UFLA, 2004.

Oxidagio Proporg¢do
T1=BAP4mgL" +CA2gL" 0,39%4a
T3 =BAP4mgL" + CA 2g L' CA + PVP 400mg L" 0,361a
T2=BAP4mgL" + CA2g L' CA + AC 400mg L™ 0,243 b
Calos Proporgio
T2=BAP4mgL" + CA2gL" CA + AC400mgL" 0,625a
T3 =BAP4mgL" + CA2gL"' CA + PVP 400mg L™ 0,208 b
T1=BAP4mgL"'+CA2gL" 0,166 b

* Proporgdes seguidas de mesma letra niio diferem entre si estatisticamente.
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O tratamento que proporcionou maior controle da oxidagdo foi a
utilizagio de BAP 4mg L + CA 2g L CA + AC 400mg L", apresentando o
valor da proporgdo 0,243.

O tratamento que melhor induziu a formagdo de calos em anteras de
pequizeiro foi a utilizagdo de 4mg L' de BAP + 4g L de carvdo ativado,
combinado com 400mg L™ de 4cido citrico (T2), com um valor de proporgéo de
0,625 (Tabela 6). Este efeito benéfico da associagdo do carvéo ativado e do
4cido citrico possivelmente se deve a atuagdo diferenciada destes compostos no
controle da oxidagio. Segundo George (1996), o carvdo ativado age
promovendo a adsorgdo dos exsudados liberados pelo explante e o 4cido citrico
reage com os metais presentes no meio de cultura, evitando que os mesmos
fiquem disponiveis para se oxidarem.

A maior porcentagem de calos formados a partir de anteras de pequizeiro
foi obtida por meio da utilizagio de 4mg L de benzilaminopurina (BAP) + 2g
L de carvido ativado (CA) + 400mg L' de 4cido citrico (AC), proporcionando
18,75% de formagdo (Tabela 7). O tratamento que utilizou apenas BAP ndo
induziu a formagiio de calos, devido 2 oxidagdo de 100% dos explantes (Tabela
.

A Tabela 7 demonstra as médias originais da porcentagem de oxidagdo e

de formagio de calos em anteras de pequizeiro, em funcio dos tratamentos

utilizados.
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TABELA 7 Médias originais da porcentagem de oxidagdo ¢ da formagdo de
calos em anteras de pequizeiro.

' Oxidagio  Calos

Tratamento

I CONN ()
TO=BAP 4mgL" 10000 a 0 ¢
TI=BAP4mgL" +CA 2gL" 7500 b 500 b
T2 =BAP4mgL" + CA 2g L + AC400mg L" 4625 ¢ 1875 a
T3=BAP4mgL'+CA2gL"CA+PVP400mgL’ = 6875 b 625 b

*Proporgdes seguidas de mesma letra no diferem entre si'estatisticamente.

Observa-se, por meio da Tabela 7, que a porcentagem de formagdo de
calos ¢ inversamente proporcional & oxidagdo das anteras; quanto mais oxidadas
as anteras se apresentam, menor ¢ a formagdo de calos. Esta resposta concorda
com Melo et al. (2001), que afirmam que a oxidagio ¢ um dos problemas mais
sérios encontrado no cultivo in vitro.

O aspecto de um calo desenvolvido a partir do cultivo in vitro de anteras

de pequizeiro pode ser observado na Figura 4.
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FIGURA 4 Antera de pequizeiro iniciando o processo de calogénese (A) e calo
obtido por meio da cultura de antera de pequizeiro in vitro, aos 40
dias de cultivo (B). Lavras, UFLA, 2004,

6 CONCLUSOES

Menor oxidagdo das anteras foi obtida inoculando-as abaixo da superficie
do meio de cultura.

A utilizagdo de 4mg L™ de BAP + 2g L de carvio ativado + 400mg L
de 4cido citrico proporcionou o melhor controle da oxidagiio das anteras.

O melhor tratamento para a indugdo de calos de anteras de pequizeiro foi
a utilizagfio de 4mg L™ de BAP + 2g L” de carviio ativado + 400mg L' de 4cido

citrico, propiciando 18,75 % de formagdo de calos.
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CAPITULO VII

EFEITO DO BAP E ANA NA INDUCAO IN VITR:O DE BROTACOES
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Efeito do BAP e ANA na indugdio in vitro de brotagles. In:
Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 239.
(Doutorado em Fisiologia Vegetal) ~ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Por apresentar dorméncia em suas sementes, a propagagéo do pequizeiro
necessita de estudos para a obtengdio de mudas por via assexuada. Este trabalho
teve como objetivo verificar o efeito do BAP e ANA na indugo de brotagdes in
vitro para posterior uso em trabalhos de micropropagagao. Para se verificar o
efeito do BAP na indugdo de brotagdes em segmentos nodais de ?equizeiro, os
explantes foram inoculados em meio WPM acrescido de 800mg L” de PVP, 30g
L de sacarose, 7g L' de 4gar e acrescido com diferentes concentragSes de BAP
(0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75 e 2mg L. Ao se estudar o efeito da
interagao entre BAP e ANA, o meio de cultivo WPM foi acrescido de 800mg L'
de PVP, 30g L de sacarose ¢ diferentes concentragdes de BAP (0; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0mg L) e ANA (0, 0,05; 0,Img L™') € as suas possiveis interagBes. A
presenca de BAP no meio de cultivo é essencial para a indugdo de brotagdes em
segmentos nodais de pequizeiro sendo a combinagdo de BAP ¢ ANA mais
efetiva na indugdo das brotagdes. O melhor tratamento para a inducdo de
brotagdes, niimero de gemas e taxa de multiplicagdo em segmentos nodais de
pequizeiro foi a combinagfo dos reguladores de crescimento ANA e BAP, nas
concentragdes de 0,05mg L™ e 0,75mg L, respectivamente.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Effect of BAP and ANA in vitro induction of shoots. In:
Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 239.
(Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

For presenting dormancy in its seeds, the propagation of the pequi tree
needs studies for obtaining seedlings by assexual via. This work was objectived
to verify the effect of BAP and ANA in the induction of in vitro shoots for later
use in micropropagation works. To verify the effect of BAP in the induction of
shoots on nodal segments of pequi tree, the explants were inoculated in WPM
medium, composed of 800mg L™ of PVP, 30g L" of sucrose, 7g L" of agar and
added of different concentrations of BAP (0; 0.25; 0.5; 0.75; 1; 1.25; 1.5; 1.75
and 2mg L"), Considering the effect of the interaction between BAP and ANA,
the WPM culture medium was added of 800mg L' of PVP, 30g L™ of sucrose
and different concentrations of BAP (0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0mg L'y and ANA (0,
0.05; 0.1mg L") and its possible interactions. The presence of BAP in the
cultivation medium is essential to the induction of shoots on nodal segments of
pequi tree, the combination of BAP and ANA being more effective in shooting
induction. The best treatment for shooting induction, number of buds and
multiplication rate on nodal segments of pequi tree was the combination of the
growth regulators ANA and BAP, at the concentrations of 0.05mg L and
0.75mg L', respectively.

139



3 INTRODUCAO

Dentre os varios biomas existentes no Brasil, o cerrado € atualmente um
dos mais importantes, contribuindo para o fomecimento de espécies frutiferas
com potencial econdmico.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense) € uma espécie que vem se
destacando pelo seu alto valor econmico, porém, estd em risco de extingdo
devido & destruigio em ritmo acelerado das vegetagOes nativas pelo avango das
fronteiras agricolas e pelo extrativismo de seus frutos. Como a espécie ainda é
utilizada em programas de revegetagio de 4reas degradadas e como fonte
geradora de renda (Melo, 1987), toma-se necessdrio uma produgio continua e
em grande nimero de mudas. Por apresentar dorméncia em suas sementes, a
propagacio do pequizeiro necessita de estudos para a obtenco de mudas por via
assexuada.

Santana (2003) comenta que técnicas de cultura de tecidos tém sido
utilizadas principalmente quando a propaga¢do sexuada ¢ insatisfatéria e a
reprodugdo por sementes ndo ocorrer naturalmente. O cultivo in vitro € uma
ferramenta (til para a propagacio do pequizeiro €, pelo conhecimento de seu
processo de crescimento e desenvolvimento, pode-se favorecer a formagdo de
mudas em quantidade suficiente para atender 2 demanda do mercado, além de
contribuir para o aumento de populagdes degradadas pelo extrativismo.

A propagagio in vitro também denominada de micropropaga¢ao em
fungio dos propdgulos utilizados €, indiscutivelmente, a aplicagio mais
concreta da cultura de tecidos de érgios vegetais (Santiago, 2003; Grattapaglia
& Machado, 1998).

Os reguladores de crescimento sdo usados em micropropaga¢io para
suportar um nivel de crescimento bésico e sao igualmente importantes para

direcionar a resposta do propégulo ao desenvolvido. O sinergismo entre auxinas
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e citocininas é determinante no controle da morfogénese in vitro. Elevadas
concentragdes de citocininas e baixas de auxinas induzem, em geral, a formacdo
de gemas em detrimento da formagdo de raizes e, invertendo-se esta relag@o, as
gemas so inibidas havendo indugdo de rafzes (Santana, 2003).

Segundo Erig & Schuch (2002), é importante obter uma taxa de
multiplicagio média satisfatéria, com o minimo de variago de explante para
explante. Para Grattapaglia & Machado (1998), outros fatores importantes a
serem observados sio a qualidade e a homogeneidade das partes aéreas
produzidas, pois estes determinaréo o sucesso no enraizamento.

Martinotto (2004) relata que as plantas nativas do cerrado vém sendo
amplamente utilizadas em estudos de micmpropagagz’io, para a muitiplicacdo
répida de plantas selecionadas, obtencio de mudas livres de patégenos,
conservagdo e transporte de germoplasma.

Este trabalho teve como objetivo verificar o efelto do BAP e ANA na
indugio de brotagdes in vitro para posterior uso em trabalhos de

micropropagacao.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Propagacdo de
Plantas Lenhosas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Segmentos caulinares de plantas obtidas por meio de germinagdo de
sementes in vitro com tamanho aproximado de lcm, consistindo de 2 gemas e

com o 4pice excisado, foram utilizados como explantes.
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4.2 Influéncia do BAP na indugiio de brotagdes em segmentos nodais de
pequizeiro

Para verificar o efeito do BAP na indugdo de brotagbes em segmentos
nodais de pequizeiro,-os explantes foram inoculados em meio WPM (Lloyd &
McCown, 1980), acrescido de 800mg L™ de PVP (polivinilpirrolidona), 30g L
de sacarose, 7g L' de 4gar e acrescido com diferentes concentragSes de BAP
(Benzilaminopurina) (Tabela 1).

TABELA 1. Concentragdes de BAP acrescidas ao meio de cultura para o estudo
da indugdo de brotagdes em segmentos nodais de pequizeiro. Lavras, UFLA,
2004.

Tratamento BAP (mgL™)

TO 0

Tl 0,25
T2 0,50
T3 0,75
T4 1,00
T5 1,25
T6 1,50
T7 1,75
T8 2,00

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (23 x 137mm)
contendo 15 mL de meio, sendo o pH do meio de cultivo ajustado para 5.8 e,
posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,0 atm por 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25:1°C, com densidade de fluxo de
fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 36umol m™s™.

Aos 40 dias de cultivo, foram avaliados o mimero de brotagdes, o nimero

de folhas, o nimero de gemas por explante, a taxa de multiplicacéo e a altura da
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maior brotagdo. A taxa de multiplicag3o foi determinada dividindo-se 0 ndmero
de gemas por explante, obtido aos 40 dias, pelo nimero inicial de gemas do
explante, no estabelecimento deste (Erig & Schuch, 2002). O de!ineémento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 15 repeticGes, sendo
cada repeti¢do formada por um tubo ¢ um explante por tubo de ensaio.

Foi realizado o teste de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999),
considerando significincia de 5%. E para uma melhor visualizagio dos dados e
para comparar quais tratamentos diferem entre si foi utilizado a construgéo de
um Box-Plot (Bussab & Moreitin, 1987).

4.3 Influéncia da interaciio entre BAP e ANA na indugiio de brotacdes de
pequizeiro :

Para verificar o efeito da interagio entre BAP e ANA (4cido
naftalenoacético), o meio de cultivo WPM foi acrescido de 7g L' de 4gar,
800mg L' de PVP, 30g L de sacarose, e diferentes concentragbes de BAP (0;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg L) e ANA (0, 0,05; 0,1mg L"), e as suas possiveis

interacdes totalizaram 15 tratamentos (Tabela 2).
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TABELA 2 Combinago entre os reguladores de crescimento BAP e ANA.

Lavras, UFLA, 2004.
Tratamento _Reguladores de crescimento
ANA (mgL") BAP (mgL™)
Tl 0,00 0,00
T2 0,05 0,00
T3 0,10 0,00
T4 0,00 0,25
TS5 0,05 0,25
T6 0,10 0,25
T7 0,00 0,50
T8 0,05 0,50
T9 0,10 ' 0,50
TI10 0,00 0,75
Til 0,05 0,75
TI12 0,10 0,75
TI13 0.00 1,00
T14 0,05 1,00
T15 0,10 1,00

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (23 x 137mm)
contendo 15 mL de meio, sendo o pH do meio de cultivo ajustado para 5,8 e,
posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,0atm por 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25x1°C, com DFFFA de 36umol m?2s’.

Aos 40 dias de cultivo, foram avaliados o niimero de brota¢des, o nimero
de folhas, o nimero de gemas por explante, a taxa de multiplicagio e a altura da
maior brotagio. A taxa de multiplicagdo foi determinada dividindo-se 0 nimero
de gemas por explante, obtido aos 40 dias, pelo ntimero inicial de gemas do
explante (Erig & Schuch, 2002). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 15 repetigdes, ¢ explante em cada tubo de ensaio.

Para a anilise dos dados realizou-se o teste de probabilidade Kruskall-
Wallis (Triola, 1999), considerando significincia de 5%. Sendo que, para uma
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melhor visualizagio dos dados & para comparar quais tratamentos diferem entre

si foi utilizado a construgao de um Box-Plot (Bussab & Morettin, 1987).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 3 indicam, respectivamente, a
probabilidade do teste Kruskall-Wallis referente a anélise dos tratamentos na
indugZio da brotagio representados pela combinag&o dos niveis dos fatores e para
os dados obtidos pela utilizacfio de apenas concentragdes de BAP.

TABELA 3 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para a avaliagdo da
utilizagio do BAP isoladamente e em combinagdo com o ANA.
Lavras, UFLA, 2004.

Tratamentos N°de N°defolha Comp. N°de Taxa de

brotos (cm) gemas multiplicagdo
(%)
ANA xBAP 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
BAP 0,634 0,651 0,191 0,103 0,109

Conforme se observa na Tabela 3, para todas as varidveis analisadas,
considerando um nivel de significancia fixado em 5%, conclui-se que pelo
menos um dos tratamentos difere em relagdio aos demais. Esta significancia foi
observada apenas para os tratamentos provenientes da interagio ANA X BAP.
No caso dos tratamentos condicionados apenas ao efeito de BAP, estes foram
n#o significativos.

As médias originais obtidas pela influéncia:do BAP na indugdo de
brotagbes em segmentos nodais de pequizeiro estdo descritas na Tabela 4.
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TABELA 4  Médias obtidas em fungio da utilizagdio do BAP no meio de
cultivo. Lavras, UFLA, 2004.

Taxa de
( : ;‘51) N° de brotos i]’f)‘l,l:ia Z C,;g%: gﬂ?; multi(%blf;acﬁo

0 0,133 04 1,33 0.4 0,2

0,25 04 1,33 447 1,73 0,865
0,5 0,67 1,93 3,67 2,53 1,265
0,75 0,53 0,53 1,67 1,47 0,735
1,0 0,93 1,87 547 3,33 1,665
1,25 0,2 04 . 2 0,53 0,265
1,5 0,133 0,27 1,46 04 0,2
1,75 0,133 0,27 1,4 0,53 0,265
2,0 0,07 0,133 0,3 0,13 0,065

De acordo com a Tabela 4, apesar dos resultados ndo terem sido
significativos para a utilizagao do BAP isoladamente, observa-se que, para o
niimero de brotagdes, os tratamentos que se destacaram foram a utilizagdo de
0.5, 0,75 e 1,0mg L"', com as médias respectivas de 0,67, 0,53 e 1,87 brotagdes
por explante. Concentragdes superiores a 1,0mg L ocasionaram queda brusca
na indugio de brotagdes (Figura 1). Chitra & Padmaja (1999) encontraram
respostas semelhantes ao induzirem brotages em dpices caulinares de amora
(Morus indica L. cultivar M-5), obtendo, como melhor resultado, a utilizagio de
BAP nas concentragdes de 0,5 e 1,0mg L'. Martinotto (2004), ao estudar a
utilizagio do BAP na indugfio de brotagGes de cagaiteira (Eugenia dysenterica
DC.), uma outra frutifera do cerrado, constatou que o melhor resultando foi
obtido ao se utilizar 2mg L, o que para o pequizeiro causou inibigdo. Altas
concentragdes de BAP (5 a 10mg L) também inibiram o desenvolvimento de
brotagdes de Grevillea x superflorens (Leonardi et al., 2001)

Os demais resultados também seguem essa tendéncia, havendo uma

queda brusca dos valores do nimero de folhas, do comprimento da maior
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brotagdo, do nimero de gemas e da taxa de multiplicagdo ap6s a concentragio de
Img L (Tabela 3).

BAP (mg L")
=8 - Niimero de brotagbes = -~ - Niimero de folhas
—o— Comprimento da maior brotagdio (mm)  —+— Niimero de gemas

—o— Taxa de multiplica¢do

FIGURA 1 Resultados obtidos em segmentos nodais em' fungdo da
concentra¢3o de BAP utilizada. Lavras, UFLA, 2004.

Com os resultados encontrados para a indugdo de brotagbes em
segmentos nodais de salix (Salyx humboldtiana Willd.), em fungio da utilizacao
do BAP, Santos (2001) também obteve maior niimero de brotagdes ao utilizar
Img L' de BAP (Figura 1). Para o pessegueiro (Prunus ssp.), a indugdo de
brotagdes in vitro foi eficiente ao se inocular segméntos nodais em meio de
cultivo suplementado com 0,5mg L™ de BAP (Silva et al., 2003).

Os resultados da combinagdo entre os reguladores de crescimento ANA e
BAP estiio descritas na Tabela 5. |
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TABELA 5 Médias dos resultados obtidos na indugdo de brotagdes em
segmentos nodais de pequizeiro em fungdo da interagdo BAP x
ANA. Lavras, UFLA, 2004.

Trat. ANA BAP N°de N°de Comp.da N°de Taxa de
brotagdes folhas  maior  gemas multiplicacdo

brotagio (%)

(mm)
T1 0,00 0,00 0 0 0 0 0
T2 0,05 0,00 0 0 0 0 0
™ 010 0,00 0 0 0 0 0
T4 000 0,25 0,3 0,6 3 1.4 0,7
TS 005 025 2,01 2,5 9,9 6 3
T6 0,10 0,25 1,5 1,7 79 4 2
T7 000 0,50 04 0.9 3,7 1,4 0,7
T8 005 0,50 0,7 I 6,1 2,8 14
T 0,10 0,50 0.3 0,6 3,2 1,2 0,6
TI0O 000 0,75 28 1 9,5 84 4,2
Ti1 005 0,75 6 0.6 8,7 17,4 8,7
T12 0,10 0,75 1,3 1 71 5 2.5
T13 000 1,00 1,01 1,2 5,1 3,2 1,6
Ti4 005 1,00 3,01 1,9 11,5 7.4 3,7
Ti5 0,10 1,00 0 0 0 0 0

Na auséncia de ANA e BAP ndo foi observado desenvolvimento de
brotages, resultado semelhante aos tratamentos que continham apenas ANA,
demonstrando que o BAP & essencial para a inducdo de brotagSes em segmentos
nodais de pequizeiro.

Pode se observar, por meio da Tabela 5, que a auxina ANA utilizada em
baixas concentrages, combinada com a citocinina BAP, foi favordvel 2 inducdo
de brotagdes em segmentos nodais de pequizeiro, caracterizando um
comportamento sinérgico entre auxina e citocinina. Este sinergismo da
combinagio do BAP com baixas concentragdes de ANA também foi observado
por Bem-Jaacov & Dax (1981), quando induziram brotagles in vitro de
Grevillea rosmarinifolia. Santana (2003) relata que o sinergismo entre auxinas

e citocininas é critico para o controle da morfogénese in vitro e que
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FIGURA 3 Box-plot para os postos observados referentes ao nimero de
folhas induzidas pela mteragao entre ANA X BAP Onde: Tl =
controle; T2 = 0,05mg L™ de ANA; T3 =0,1mg L' de ANA; T4
= 0,25mg L' de BAP; T5 = 0,05mg L' de ANA + 0.25mg L'
de BAP; T6 = 0,lmg L deANA+025mgL de BAP; T7-
0,5mg L de BAP; T8 = 0,05mg L' de ANA +0,5mg L de
BAP; T9 = 0,Img L' de ANA + 05mg L' de BAP; TlO =
0,75mg L de BAP; Tll =0,05mg L’ deANA+O75mgL' de
BAP; T12 = 0,lmg L™ de ANA + 075mg,L de BAP; T13 =
1,0mg L' de BAP; Tl4 0,05mg L™ de ANA + 1,0mg L™ de
BAP; T15 = 0,img L' de ANA + l()mg L de BAP. Lavras,
UFLA, 2004.

O maior comprimento das brotagdes foi obtido no tratamento que utilizou
0,05mg L' de ANA, combinado com 1,0mgL" de BAPi (T14), apresentando em
média o comprimento de 11,5mm e destacando-se em relagio aos demais
tratamentos (Figura 4). Esta combinagio € indicada quando se deseja obter
plintulas que poderdo ser utilizadas para a indugdo de raiz e aclimatizadas para a

formagdo de mudas.
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desenvolvimento de 17.4 gemas, em média, por explantes, gerando uma taxa de

multiplicagdo de 8,7.
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FIGURA 5 Box-plot para os postos observados do nimero de gemas em
fungdo dos tratamentos com mteragao ANA x BAP. Onde Tl
= controle; T2 = OOSmg L' de ANA; T3 = 0, lmg L' de
ANA; T4 = 0,25mg L de BAP; TS 0,05mg L' de ANA +
0,25mg L™ de BAP; T6 0,lmg L™ deANA+025mgL de
BAP; T7 0,5mg L' de BAP; T8 0,05mg L' de ANA +
0,5mg L' de BAP; T9 0,Img L* de ANA + OSmg L" de
BAP; TlO 0,75mg L' de BAP; T11 -005mgL de ANA +
0,75mg L' de BAP; Ti2 =0,lmg L' de ANA +0,75mg L
de BAP; Tl3 =1,0mg L' de BAP; Tl4 0,05mg L™ de ANA
+ 1,0mg L' de BAP; T15=0, lmgL de ANA +1,0mgL" de
BAP. Lavras, UFLA, 2004.
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FIGURA 6 Box-plot para os postos observados para a taxa de
multiplicagio em funcdo dos tratamentos com mteragao
ANA x BAP. Onde: Tl = controle; T2 = 005mg L' de
ANA; T3 = OlmgL' de ANA; T4 = 025mgL de BAP;
TS = 005mg L' de ANA + 025mg L' de BAP; T6 =
0,imgL’ deANA+025mgL de BAP; T7 = 05mgL
de BAP; T8 = 005mgL de ANA+05mgL de BAP;
T9 = Olmg L' de ANA + 0,5mg L de BAP; T10 =
075mgL de BAP; T11 -005mgL deANA+075mg
L' de BAP; Ti2 =0, lmg L' de ANA + 0,75mg L' de
BAP; T13 = lOrng L' de BAP; Tl4 = 005mg L' de
ANA + lOmgL de BAP; T15 = 0,Img L™ de ANA +
1,0mg L de BAP. Lavras, UFLA, 2004.

O aspecto visual das brotagdes de pequizeiro obtidas in vitro na presenga
de ANA + BAP pode ser observada na Figura 7.
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FIGURA 7 Aspecto visual de brotagdes desenvolvidas in vitro a partir de
segmento nodal de pequizeiro. Lavras, UFLA, 2004.

6 CONCLUSOES

A presenga de BAP no meio de cultivo ¢ essencial para a indugéio de
brotagdes em segmentos nodais de pequizeiro sendo a combinagio de BAP e
ANA mais efetiva na indugdo das brotagdes.

O melhor tratamento para a indugdo de brotagdes, nimero de gemas e
taxa de multiplicagdo em segmentos nodais de pequizeiro foi a combinagio dos
reguladores de crescimento ANA e BAP, nas concentragdes de 0,05mg L' e

0,75mg L™, respectivamente.
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INFLUENCIA DA POLARIDADE DOS EXPLANTES DURANTE O
CULTIVOINVITRO
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Influéncia da polaridade dos explantes durante o cultivo in
vitro. In: Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 159 -176. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

Devido 2 grande devastagio do cerrado, a propagacdo natural do
pequizeiro é comprometida e suas sementes apresentam sérios problemas de
dorméncia tegumentar e uma possivel presenga de inibidores. Neste contexto, a
cultura de tecidos torna-se uma ferramenta para a propagagdo do pequizeiro. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da polaridade de explantes foliares e
nodais durante o cultivo in vitro. O estudo do efeito da polaridade na calogénese
foi observado por meio da inoculagdo de segmentos foliares retirados de plantas
matrizes. Apds a assepsia, as folhas obtidas das plantas matrizes foram excisadas
em fragmentos e inoculadas em tubos de ensaio contendo meio WPM, acrescido
com 30g L' de sacarose, 1mg L de TDZ, 2mg L™ de 2,4-D e solidificado com
7g L de 4gar. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.8 antes da
autoclavagem, a inoculagdo do explante foliar foi realizada com a superficie
abaxial voltada para o meio de cultivo e também com superficie adaxial voltada
para o meio de cultivo. Para se estudar o efeito da polaridade na indugdo de
brotagdes segmentos nodais de pequizeiro, foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio de cultivo WPM, acrescido de 0,05mg L' de ANA e 0,75mg L
de BAP, 800mg L de PVP, sendo o meio solidificado com 7g L"! de dgar e
tendo seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Os segmentos nodais
foram inoculados na posigdo vertical com a base do segmento incrustada no
meio de cultivo e na posigdo horizontal, ficando toda a superficie em contato
com o meio de cultivo. Para a indugdo de calos em explantes foliares de
pequizeiro, mesmo ndo apresentando resultados significativos, recomenda-se
fazer a inoculagio destes com a superficie abaxial voltada para o meio de
cultivo. A melhor resposta morfogénica foi obtida quando os segmentos nodais
de pequizeiro foram inoculados na orientagdo horizontal. A inoculagao dos
explantes na posicdo vertical reduziu significativamente o potencial
organogénico destes.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Influence of the polarity of the explants during in vitro
cultivation. In: Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 159 - 176. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.

Due to the great devastation of cerrado, the natural propagation of the
pequi tree is endangered and its seeds present serious tegumental dormancy
problems and a possible presence of inhibitors. In this context, tissue culture
becomes a tool for propagation of the pequi tree. The objective of this work was
to evaluate the effect of the polarity of leaf and nodal explants during in vitro
cultivation. The study of the effect of polarity on callus formation was observed
by means of the inoculation of leaf segments taken from donor plants. After
asseptic treatment, the leaves obtained from stock plants were excised in
fragments and inoculated in test tubes containing WPM medium, added of 30g
L of sucrose, Img L' of TDZ, 2mg L of .,4-D and solidified with 7g L' of
agar. The pH of the cuiture medium was adjusted to 5.8 before autoclaving, the
inoculation of the leaf explant was performed with the abaxial surface tumed
toward the cultivation medium and also with the adaxial surface tumed toward
the cultivation medium. To study the effect of polarity on the induction of
shoots, pequi tree nodal segments were inoculated in test tubes containing WPM
cultivation medium, added of 0.05mg L' of ANA and 0.75mg L" of BAP,
800mg L of PVP, the medium being solidified with 7g L’ of agar and having
its pH adjusted to 5.8 before autoclaving. The nodal segments were inoculated in
the vertical position with their base of the segment incrusted in the cultivation
medium and in the horizontal position, the whole of the surface kept in contact
with the cultivation medium. For induction of calluses on pequi tree leaf
explants, even not presenting significant results, it is recommended to do the
inoculation of these with their abaxial surface turned toward the cultivation
medium. The best morphogenic response was obtained when the nodal segments
of the pequi tree were inoculated in the horizontal orientation. The inoculation of
the explants in the vertical position reduced significantly their organogenic
potential.
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3 INTRODUGCAO

O pequizeiro (Caryocar brasiliense) destaca-se pelo uso de seus frutos na
culindria, extragio de 6leos para a fabricagio de cosméticos ou mesmo na
medicina popular para tratamento de problemas respiratérios. Além disso, sua
madeira & considerada de 6tima qualidade e resisténcia, sendo utilizada de forma
diversificada em marcenaria e carpintaria (Almeida & Silva, 1994).

Devido 2 grande devastagio do cerrado e matas ciliares, a propagacio
natural do pequizeiro é compromeiida e, além disso, suas sementes apresentam
sérios problemas de dorméncia tegumentar e presenga de inibidores (Dombroski,
1997; Melo & Gongalves, 1991).

Neste contexto, a cultura de tecidos torna-se uma ferramenta para a
propagacio do pequizeiro. Para o sucesso da cultura de tecidos vegetais, todos
os fatores, como pH, meio nutritivo, desinfestagdo e outros, devem ser perfeitos
e adaptados ao tipo de planta cultivada in vitro. O caminho para a produgdo de
mudas ndo depende apenas do sucesso de uma cultura in vitfro mas também dos
processos fisiolégicos que atuam no explante em desenvolvimento.

A posigio do explante durante a inoculagdio desempenha fungdo
importante no processo de calogénese e organogénese. Os explantes inoculados
in vitro normalmente exibem uma acentuada polaridade na proliferagdo celular e
na morfogénese, de maneira a estarem relacionados com a posicdo em que o
érgdo ou tecido se encontra na planta intacta e também com sua orientagio
dentro do recipiente de cultivo (Santana, 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da polaridade de explantes

foliares e nodais durante o cultivo in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Efeito da polaridade de explantes foliares na obtencio de calos ir vifro

O experimento foi realizado no Laboratério de Propagacdo de Plantas
Lenhosas, Setor de Fisiologia Vegetal do Depamﬁ:ento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Folhas retiradas de plantas matrizes mantidas em sala de crescimento sob
densidade de fluxo de f6tons fotossinteticamente ativos @FFFA) de 67umol m?
s’ foram utilizadas como fonte de explantes. Em séguida, as folhas foram
mantidas em 4gua corrente por 12 horas, sendo que, ao término deste periodo,
efetuou-se a desinfestagio em camara de fluxo Iaminar] utilizando élcool etilico
70% por 1 minuto e hipoclorito de s6dio comercial (2,5% de cloro ativo) por 10
minutos, com subseqiiente lavagem, por trés vezes, em &4gua destilada e
autoclavada.

Apés a assepsia, as folhas foram excisadas em i’ragmentos de = 3cm’ e
inoculadas em tubos de ensaio (23 x 137 mm) contendo 15 ml de meio WPM
(Wood Plant Médium, Lloyd & McCown, 1980), acrescido com 30g L' de
sacarose, lmg L' de TDZ, 2mg L' de 2,4-D e solidificado com 7g L™ de 4gar.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a qual foi
realizada a uma temperatura de 121°C e a uma pressdo de 1,0 atm por 20
minutos.

Os explantes foram mantidos sob DFFFA de 36umol m?s’, fornecida
por lampadas fluorescente frias, com fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25
+1°C.

O experimento foi conduzido em delineamento ekperirnental inteiramente
casualizado, com 2 tratamentos e 25 repetigdes, sendo cada tratamento COmposto

por um tubo de ensaio contendo um explante. O tratamento 1 corresponde a
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inoculagiio do explante foliar com a superficie abaxial voltada para o meio de
cultivo e o tratamento 2 correlata-se A inoculagdo do explante foliar com a
superficie adaxial voltada para o meio de cultivo.

Foram avaliados, aos 30 dias ap6s a inoculagfo, a porcentagem de calos
formados e o peso da matéria fresca dos calos formados.

Para a anélise dos dados foram utilizados os testes de T-student, e o teste
de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999), considerando significancia de
5%. E para uma melhor visualizagio dos dados e para comparar quais
tratamentos diferem entre si foi utilizada a construg@o de um Box-Plot (Bussab
& Morettin, 1987).

4.2 Efeito da polaridade dos segmentos nodais na obtengiio de brotacdes in
vifro

O experimento foi realizado no Laboratério de Propagacéio de Plantas .
Lenhosas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais de pequizeiro, com
aproximadamente lcm, possuindo 2 gemas, obtidos de plantulas cultivadas in
vitro.

Utilizaram-se 15ml do meio de cultivo WPM em tubos de ensaio (23 x
137mm), acrescidos de 0,05mg L' de ANA e 0,75mg L de BAP, 800mg L™ de
PVP, 30g L de sacarose e solidificado com 7g L™ de 4gar. O pH do meio de
cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a qual foi realizada a uma
temperatura de 121°C e uma pressao de 1,0 atm por 20 minutos.

Os explantes foram mantidos sob DFFFA de 36pmol m? 5™, fornecida
por lampadas fluorescente frias, com fotoperfodo de 16 horas ¢ temperatura de
25 +1°C.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
constando de 2 tratamentos (posi¢io de inoculagio vertical com a base do
segmento incrustada no meio de cultivo e horizontal) e 15 repeti¢des.

Aos 30 dias de cultivo, foram avaliados os nimeros de brotagdes, o
ndmero de gemas por explantes, o nimero de folhas, o comprimento da maior
brotacdo e a taxa de multiplicagio que se refere 4 razio entre 0 nimero de gemas
obtidas como resposta aos tratamentos empregados e 0 niimero de gemas iniciais
contidas no explante utilizado, segundo metodologia descrita por Erig & Schuch
(2000).

Foi realizado o teste de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999),

considerando significincia de 5%.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeito da polaridade de explantes foliares na obt?ngﬁo de calos in vitro

A anilise estatistica dos resultados do fator polaridade do explante foliar
(parte abaxial ou adaxial voltada para o meio de cultura) foi realizada
inicialmente por um estudo sobre a homogeneidade das varidncias, mais
especificamente pelos testes de Levene e Teste de F. Méximo de Hartley.. A
importancia destes testes é detectar se os tratamentos s3o ou nio homogéneos
implica na determinagdo do teste T-student a ser utilizado para comparar os dois

tratamentos (Figura 1).
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FIGURA 1 Testes estatisticos e andlise descritiva para verificacdo da
homogeneidade dos tratamentos (Abaxial, Adaxial). Lavras,
UFLA, 2004.

Considerando o nivel de significincia fixado em 5%, hd evidéncias
estatisticas de que os tratamentos apresentam variabilidade homogénea, sendo,
portanto, um indicativo para a escolha do teste t-student, considerando
homogeneidade entre varidncias (Tabela 1). E importante ressaltar que a andlise -
da porcentagem das caracterfsticas avaliadas dada pelo teste Krukall-Wallis nio
depende da suposicio de homogeneidade e sim de que as amostras s&o aleatérias

e que a medida de escala € ordinal (Zimmerman, 1989).
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TABELA 1 Estatisticas descritivas e significincia do teste t-student
considerando varidncias homogéneas. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento N Média . Desvio Padrdo
Abaxial (0) 25 0,319 | 0,199
Adaxial (1) 25 0,313 | 0,171
p-valor (Teste t-student) 0,186 ;
p-valor (Teste Kruskall- 0,140 ’
Wallis) para % de formacdo

Os resultados apresentados na Tabela | referetjn-se a andlise dos pesos
obtidos por meio nos dois tratamentos. Conclui-se hue os tratamentos nio
diferem entre si para um nivel de significancia fixado em 5%. Esta ndo
significncia também foi apresentada pelo teste Kruskall-Wallis referente 2
porcentagem de calos obtida dos mesmos tratamentos.

As médias de peso da matéria fresca obtida para os tratamentos foram de
0,319g para os explantes que ficaram com a face abaxial em contato com o meio
de cultivo e de 0,313g para os explantes que ficaram com a superficie adaxial
em contato com o meio de cultivo, nio se observando diferenga estatfstica entre
elas. Esse resultado demonstra que, para a formacdo de calos em explantes
foliares de pequizeiro, ndo h4 a necessidade de se observar a posi¢do em que
este serd inoculando no meio de cultivo.

Mesmo que os dados da porcentagem de indugdo de calos ndo tenham
sido significativos a2 5% de probabilidade, a diferenga numérica da média de
indugdo obtida quando se inoculam os explantes com a superficie abaxial em
contato com 0 meio de cultivo (49,2%), chega a ser quase duas vezes maior do
que a superficie adaxial no meio de cultivo (25,6%) (Figura 2). Contudo, do
ponto de vista biol6égico, a polaridade influenciou a calogénese in vitro de
explantes foliares de pequizeiro, sendo observado que se deve inocular os

explantes com a superficie abaxial voltada para o meio de cultivo.
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FIGURA 2 Médias da porcentagem de calos formados em funcdo da
polaridade de inoculaggo dos explantes foliares de pequizeiro.
Lavras, UFLA, 2004.

Os calos desenvolvidos por meio do cultivo in vitro de explantes foliares
inoculados em polaridades diferentes (abaxial e adaxial, voltadas ao meio de

cultivo) podem ser observados na Figura 3.
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TABELA 2 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para avaliagdo da
orientacdo dos segmentos nodais de pequizeiro. Lavras, UFLA,

2004.
Varidvel Probabilidade do Tratamento Média dos postos
anave teste KW
NG 4 . Vertical 800a
dmero de 0,000 Horizontal 230b
brotacGes :
. Vertical 133a
Ndmero de folhas 0,156 Horizontal 17,7a
. Vertical 18,02
Comprimento 0,114 Horizontal 13,0a
. Vertical - 9,002
Nimero de gemas 0,000 Horizontal 220b
Vertical 9,002
Ta_lxq de 0,000 Horizontal 22,00b
multiplicacio

Com os resultados obtidos pelas anélises (Tabela 2), observa-se que a
posicdo de inoculagdo dos segmentos nodais (vertical ou horizontal) influenciou
a resposta morfogénica signiﬁcativamenté para o nimero de brotos formados
por explante, nimero de gemas observado e taxa de multiplicacdo.

As caracterfsticas comprimento da maior brotagdo ¢ nimero de folhas nio
apresentaram resultados significativos. McClelland & Smith (1990), testando a
influéncia da orientagdo na indugdo de brotagies em segmentos nodais de
Amelanchier spicata Lam., Acer rubrum L., Malus domestica Borkh. e Betula
nigra L., observaram que niio houve diferenca entre os comprimentos das
brotagdes desenvolvidas a partir dos explantes inoculados na orientagio
horizontal e vertical. Erig & Schuch (2002) também observaram que ndo houve
diferenca estatistica para o comprimento da maior brotacdo em segmentos
nodais de macieira (Malus prunifolia), em fungio da orientagao de inoculagao

vertical e horizontal.
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Para todas as caracteristicas avaliadas, com exce¢do do comprimento da

maior brotagdo, os maiores valores foram obtidos quando se inoculou o

segmento nodal na posi¢do horizontal (Figura 4).

14
12 _. Venical :_
? B Horizontal]
10 4
|
8 -

Nimerode brotos Nimero de folhas Comprimento da Nimero de gemas  Taxa de multiplicag@o
maior brotagio (mm)

FIGURA 4 Médias dos resultados obtidos em fungio da orientagdo (vertical /
horizontal) utilizada para a inoculagio dos segmentos nodais de
pequizeiro. Lavras, UFLA, 2004.

Ao se inocular os segmentos nodais na orientagao horizontal, induziu-se a
formacdo de 3,88 brotos por explante, em média, o que foi mais de que o dobro
de brotos obtidos nos explantes que foram inoculados na orientacdo vertical (1,5
broto/explante). A orientagao horizontal promoveu um maior nimero de
brotagdes por explantes em 5 espécies lenhosas estudadas por McClelland &
Smith (1990) (Amelanchier spicata Lam., Acer rubrum L., Malus domestica
Borkh., Betula nigra L., Forsythia intermedia Zab.), em relagdo a inoculag@o
dos segmentos nodais na orientagdo vertical, corroborando os resultados

encontrados neste trabalho.
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Apesar da ndio significincia estatistica, as brotagdes provenientes dos
segmentos nodais inoculados na orientagdo horizontal produziram 1,3 folha a
mais do as brotagdes desenvolvidas a partir dos explantes inoculados na
orientagdo vertical.

Antagonicamente aos demais resultados obtidos, apenas no comprimento
da maior brotagio os valores dos caracteres avaliados foram maiores nas
brotagdes provenientes dos segmentos nodais inoculados na orientagéo vertical,
apresentando média de 12,14mm, enquanto as brotages provenientes dos
segmentos nodais inoculados na horizontal tiveram o comprimento médio de
9,88 mm. '

Em relagdo ao niimero de gemas e 2 taxa de multiplicagdo, os resultados
dos explantes inoculados na orientagio horizontal foram quase trés vezes
maiores que os obtidos pela inoculagio destes na posigéo vertical. O niimero de
gemas por explante obtido pela inoculagdo na orientagdo horizontal foi de 9,13
e, para os inoculados na orientagdo vertical, 3,71. A taxa de multiplicagzo, que €
um dos fatores mais importantes para a micropropagagdo de uma espécie por
fornecer o nimero de subcultivos possiveis, foi em média, de 4,56 para os
explantes que foram inoculados na orientagio horizontal, e de e 1,86 para os
segmentos nodais inoculados na orientagdo vertical. Erig & Schuch (2002)
relatam que um maior nimero de brotagSes, maior nimero de gemas € maior
taxa de multiplicagio foram obtido ao se inocular explantes nodais de macieira
(Malus prunifolia) na orientagdo horizontal, assim como 0s resuitados
encontrados para a indugdo de brotagbes em segmentos nodais de pequizeiro.

Santana (2003), ao estudar a influéncia da orientacdo dos explantes na
indugéio de brotagdes em Annona squamosa, observou resuitados inversos ao
encontrado neste trabalho, tendo o melhor resultado sido encontrado na

inoculagio dos explantes na posigdo vertical, com média de 8,3 brotos/explante.
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O aspecto visual do inicio da indugdo de brotagdes em segmentos nodais
em fungfio das orientagdes horizontal e vertical no momento da inoculagdo pode

ser observado na Figura 5.

FIGURA 5 Aspecto visual das brotagdes no inicio do desenvolvimento em
fungdo da orientagdo de inoculagdo vertical (A) e horizontal (B).
Lavras, UFLA, 2004.

Santana (2003) concluiu em seus estudos com anonaceas, que a influéncia
da polaridade no potencial morfogénico ¢ um fenémeno provavelmente ligado
ao transporte de fitorreguladores no explante. Pelos resultados deste trabalho,
pode-se sugerir que os segmentos nodais de pequizeiro inoculados na posigdo
vertical tém predomindncia de auxinas enddgenas, pois, segundo Taiz & Zeiger
(2004), estas inibem a formagdo de multiplas brotagdes, estabelecendo a
dominédncia apical. A obten¢do de um maior nimero de brotagdes com o
segmento nodal na orientagdo horizontal deve-se, principalmente, a quebra da
domindncia apical (Erig & Schuch, 2002). Ao contrario, pode-se supor que 0s
explantes que foram inoculados na orientagdo horizontal tém uma concentragdo
endogena de citocininas, em detrimento do contetido de auxinas, o que

explicaria o surgimento de vérias brotagdes no mesmo explante. Taiz & Zeiger
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(2004) comentam que a razio auxina / citocinina regula a morfogénese de
tecidos cultivados in vitro, o que confirma a teoria de que, com a modificagao da
orientagdo do explante no cultivo in vitro, pode-se alterar a relagdo endégena de

auxinas e citocininas, ocasionando respostas morfogénicas diferentes.

6 CONCLUSOES

Para a indugdo de calos em explantes foliares de pequizeiro, recomenda-
se fazer a inoculagdo destes com a superficie abaxial voltada para o meio de
cultivo.

A melhor resposta morfogénica foi obtida quando os segmentos nodais de
pequizeiro foram inoculados na orientagio horizontal. A inoculagdio dos
explantes na posicdo vertical reduziu significativamente o potencial

organogénico destes.
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INFLUENCIA DA LUMINOSIDADE NA mmig&o DE CALOSE
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Influéncia da luminosidade na indugdo de calos e
brotagdes in vitro. In: Micropropagagiio de pequizeiro (Caryocar brasiliense
camb.). 2004. P. 177 - 194. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

O pequizeiro é uma espécie nativa do cerrado brasileiro que vem se
destacando pelo seu alto valor econdmico e pelo uso de seus frutos na culindria.
Suas sementes apresentam dorméncia, dificultando sua propagagdo, tornando
evidente a obtencdo de mudas por via assexuada. Este trabalho teve como
objetivo estudar a influéncia da luminosidade na calogénese ¢ na indugao de
brotagdes in vitro de pequizeiro, para posteriores utilizagdes em trabalhos de
cultura de tecidos, enraizamento e aclimatizagiio, possibilitando a produgao de
mudas micropropagadas. Estudou-se o efeito da luminosidade na calogénese por
meio da inoculagdo de explantes foliares em meio WPM, acrescido com 1mg L!
de TDZ e 2mg L™ de 2,4-D, permanecendo os explantes apés a inoculagdo sob a
presenca de luz e na auséncia desta. Também se estudou o efeito da
luminosidade na indugdo de brotages por meio da inoculac3o de segmentos
nodais em meio WPM acrescido com 0,75mg L' de BAP e 0,05mg L™ de ANA,
sendo ap6s a inoculagdio os explantes mantidos na presenga e auséncia de luz.
Uma maior formagio de calos foi obtida por meio do cultivo dos explantes
foliares na auséncia de luz (70%). As brotagSes desenvolvidas na presenga de
luz apresentaram formagao de folhas, as quais podem ser utilizadas para futuros
experimentos in vitro. As brotagdes apresentaram maior comprimento ao serem
cultivadas na auséncia de luz, sendo mais propicias para a obtengdo de explantes
caulinares para estudos futuros.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Influence of luminosity in in vitro callus induction and
shoots In: Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 177 - 194. (Doctorate in Plant Physiology) ~ Federal University of Lavras,
Lavras, MG

The pequi tree is a native Specxe from Brazilian cerrado which has been
standing out for its high economic value and for its edible. Its seeds present
dormancy, making its propagation difficult the obtaining of seedlings by
assexual via. This work was aimed to investigate the influence of luminosity on
the callus induction in vitro shoots of pequi tree, for further utilization in works
of tissue culture, rooting and acclimatization, making the production of
micropropagated seedlings poss:ble The effect of luminosity on cal!us induction
from moculatlon of leaf explants in WPM medium added of 1mg L' of TDZ and
2mg L' de 2.4-D was investigated, the explants after inoculation remaining
under the presence and absence of light of light. Also, the effect of luminosity on
the induction of shoots by means of inoculation of nodal segments in WPM
medium added of 0.75mg L™ of BAP and 0.05mg L™ of ANA was investigated,
after inoculation, the explants were kept in the presence and absence of light. An
increased formation of calluses was obtained by means of the cultivation of the
leaf explants in the absence of light (70%). The shoots developed in the presence
of light showed leaf formation, which may be utilized for future in vitro
experiments. The shoots showed increased length in being cultivated in the
absence of light, they being more favorable to obtain shoot explants for further
studies.
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3 INTRODUCAO

O Brasil possui importantes biomas mundiais, apresentando uma flora
riquissima com elevado potencial de fornecer espécies frutiferas nativas para
exportagio. O cerrado € indubitavelmente um dos biomas brasileiros com maior
capacidade de fornecimento de espécies frutiferas, as quais vém conquistando os
mercados nacional e internacional, contribuindo para a geragdo de empregos,
aumentando o PIB do pais e a renda familiar dos produtores rurais.

O cerrado ¢ considerado um recurso renovdvel se manejado
adequadamente. Entretanto, vem sendo destruido e, com ele, as espécies
frutiferas importantes que poderiam ser utilizadas com propésito econdmico €
social devido ao seu esgotamento pelo extrativismo e devastagio (Pozo, 1997;
Homma, 1993).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense) € uma espécie nativa do cerrado
brasileiro pertencente a famflia Caryocaraceae (Araijo, 1995). Ele que vem se
destacando pelo seu alto valor econdmico e pelo uso de seus frutos na culindria,
como fonte de vitamina, na extragio de 6leos para fabricagio de cosméticos,
utilizado também para tratamento de problemas respiratérios, como afrodisfaco,
sendo estimulante da bilis (Almeida & Silva, 1994; Brandio et al. 2002). Esta
espécie ainda é utilizada em programas de revegetagdo de éregs degradadas e
como fonte geradora de renda (Melo, 1987)

Suas sementes apresentam dorméncia, dificultando sua propagacao
(Miranda et al., 1987), tormnando evidente a obtencéo de mudas por via
assexuada.

As dificuldades encontradas no processo de propagagio do pequizeiro
apor meio de sementes valorizam a busca por solugBes alternativas para a
produgdo de mudas de maneira rdpida e eficiente, 0 que, sem divida, pode

significar um maior estimulo do desenvolvimento do pequizeiro como uma
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cultura de valor econdmico. Neste contexto, a cultura de tecidos aparece como
uma solugfio que pode favorecer a obtengdio de mudas de pequizeiro, tornando
possivel a produgiio destas em grande quantidade.

Santana (2003) comenta que técnicas de cultura de tecidos t&m sido
utilizadas principalmente quando a propagagdo sexuada € insatisfatéria, devido a
reprodugdo por sementes ndo ocorrer naturalmente. ‘

Segundo Erig e Schuch (2002), na multiplicagio in vitro ndo basta
conseguir altas taxas de multiplicagdo em alguns explantes. O importante € obter
uma taxa média satisfatéria por explante. Para isso é necessédrio estudar os
fatores que influenciam as respostas morfogénicas no cultivo in vitro de plantas.

Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da luminosidade na
calogénese e na indugio de brotagdes in vitro de pequizeiro, para posteriores
utilizagbes em trabalhos de cultura de tecidos, enraizamento e aclimatizagdo,

possibilitando a produgio de mudas micropropagadas.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Efeito da luminosidade na obtengiio de calos in vitro a partir de
explantes foliares

Os experimento foi conduzido no Laboratério de Propagagio de Plantas
Lenhosas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Folhas foram retiradas de plantas matrizes mantidas em sala de
crescimento sob densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(DFFFA) de 67pmol m”s”. Em seguida, as folhas foram mantidas em 4gua
corrente por 12 horas, ao término das quais, efetuou-se a desinfestagdo em

ciamara de fluxo laminar utilizando 4lcool etflico 70% por 1 minuto e hipoclorito
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de sédio comercial (2,5% de cloro ativo) por 10 minutos, com subseqiiente
lavagem por trés vezes em 4gua destilada e autoclavada.

Apés a assepsia, as folhas foram excisadas em fragmentos de
aproximadamente 3 cm’ e inoculados em tubos de ensaio (23 x 137mm)
contendo 15 mL de meio WPM (Wood Plant Medium; Lloyd & McCown,
1980), acrescido com 30g L™ de sacarose, img L' de TDZ, 2mgL" de 24-D e
solidificado com 7g L' de 4gar. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 2 tratamentos e 15 repetigdes, em que o tratamento |
correspondeu 2 permanéncia dos explantes ap6s a inoculagdo sob DFFFA de
36umol m? s, fomnecida por limpadas fluorescentes frias, com fotoperiodo de
16 hora, o tratamento 2 comrespondeu 2 permanéncia do explantes apés a
inoculagdo na auséncia de luz. Ambos os tratamentos foram mantidos a uma
temperatura de 251°C. '

Foram avaliados, aos 30 dias ap6s a inoculagio a formacdo de calos, o
peso da matéria fresca dos calos formados e o aspecto visual dos calos.

Para a andlise dos dados foram utilizados os testes de T-student, Teste de
F e o teste de probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999), considerando
significancia de 5%.

E para uma melhor visualizagio dos dados e para comparar quais
tratamentos diferem entre si foi utilizada a construgdo de um Box-Plot (Bussab
& Morettin, 1987).
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4.2 Efeito da luminosidade na indug@o de brotagGes em segmentos nodais de
pequizeiro

Os experimento foi conduzido no Laboratério de Propagaciio de Plantas
Lenhosas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Segmentos nodais de plantas obtidas por meio da germinagdo de
sementes, consistindo de 2 gemas e tamanho aproximado de lcm, foram
utilizados como explantes.

O meio utilizado foi o WPM, acrescido de 800mg L™ de PVP, 30g L'de
sacarose, € 0,05mg L' de ANA ¢ 0,75Smg L' de BAP, sendo solidificado com
7g L de 4gar. ‘

Os explantes foram inoculados em tubos de enmsaio (23 x 137mm)
contendo 15 mL de meio, sendo o pH ajustado para 5,8 ¢ posteriormente
autoclavado a 121°C e 1,0 atm por 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a
uma temperatura de 25x1°C na auséncia de luz e em fotoperiodo de 16h, DFFFA
de 36pmol ms™ .

Aos 30 dias de cultivo, foram avaliados os nimeros de brotos, o nimero
de gemas por explante, nimero de folhas, a taxa de multiplicagdo e o
comprimento da maior brotagio. A taxa de multiplicagio foi determinada
dividindo-se o mimero de gemas formadas por explante, obtidos aos 40 dias,
pelo nimero de gemas do explante no momento da inoculagdo (Erig & Schuch,
2002).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 2 tratamentos e 15 repeti¢cdes, sendo a unidade amostral composta por um
tubo contendo um explante.

Para a andlise dos dados foram utilizados o teste de probabilidade
Kruskall-Wallis (Triola, 1999), considerando significéncia de 5%.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Efeito da luminosidade na obtengfio de calos in vitro a partir de
explantes foliares

A andlise estatistica dos resultados do fator luminosidade (claro e escuro)
foi realizada inicialmente por um estudo sobre a homogeneidade das varidncias.
A importincia em se detctar se os tratamentos apresentam ou nao varidveis
homogéneas. Os testes propostos para a anlise foi o teste de Levene e Hartley,

os resultados via intervalo de confianca e significincia desses testes sdo

encontrados na Figura 1.

1C. de 95% para desvio padrdo

Claro
Escuro
] 1 1
02 03 04 05 08
Teste F Tesie de Levene
p-valor: 0,592 p-valor: 0,993
BoxPtot para os tratamenios
[
1 I |
l J

___lf J____

00 s 10

FIGURA 1 Testes estatisticos ¢ andlise descritiva para verificagdo da
homogeneidade dos tratamentos. Lavras, UFLA, 2004.
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De acordo com os testes apresentados anteriormente, relativos a
homogeneidade de varidncias (Teste F de Hartley e Levene), pode-se verificar
que os tratamentos claro e escuro apresentam variabilidade homogénea pois 0s
referidos testes apresentam probabilidades ndo significativas. Em decorréncia a
este fato, utilizou-se o teste t-student (Tabela 1) para amostras independentes
considerando varidncias homogéneas. Importante ressaltar que a anélise da
porcentagem dada pelo teste Kruskall-Wallis (KW) ndo depende da suposicao de
homogeneidade e sim de que as amostras sdo aleatérias e que a medida de escala
¢ ordinal (Zimmerman, 1989).

TABELA | Estatisticas descritivas e significincia do teste t-student
considerando variancias homogéneas. Lavras, UFLA, 2004,

Tratamento N Média Desvio
padrao
Claro 15 0,598 0,334
Escuro 15 0,784 0,289
p-valor (Teste t-student) 0,114
p-valor (Teste Kruskall- 0,079

Wallis) para a % de calos

Considerando um nivel de significincia fixado em 5%, os resultados
encontrados por meio da Tabela 1 evidenciam que os tratamentos claro e escuro
sio indiferentes em relaciio ao peso. Analogamente, tem-se para o resultado de
porcentagem de formagfio de calos a mesma interpretagio estatistica dada para
os resultados de peso da matéria fresca, cuja probabiiidade Kruskall-Wallis é
0,079 (Tabela 1).

As médias obtidas para a porcentagem de forma{:ﬁo de calos e para o peso
da matéria fresca dos calos em fung@o dos tratamentos utilizados estéio descritas
na Tabela 2.
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TABELA 2 Médias da porcentagem de formagio de calos e peso da matéria
fresca dos calos em fungio dos tratamentos utilizados. Lavras,

UFLA, 2004.
Tratamento % de calogénese Peso (g)
Claro 44,0 0,598
Escuro 71,33 0,784

Apesar das andlises estatfsticas demonstrarem resultados ndo
significativos, ndo se pode ignorar a diferenga da porcentagem de indugdo de
calos entre os tratamentos. A indugZio de calos na auséncia de luz foi 70% maior
do que a indugio de calos na presenca de luz (71,33% ¢ 44,0%,
respectivamente). Nogueira (2003), trabalhando com murici-pequeno
(Byrsonimia intermedia), também obteve maior porcentagem de indugdo de
calos no cultivo in vitro na auséncia de luz (90%), quando comparado com 0
cultivo in vitro na presenga de luz (30%). Em estudos com o pequizeiro, Landa
(2000) obteve resultados semelhantes a estes, verificando maior formagdo de
calos na auséncia de luz apés os 20 dias de inoculagdo utilizando como
reguladores de crescimento combinagSes de ANA e BAP. Trabalhos com
indugdo de calos em Taxus spp. demonstraram que estes, induzidos na presenga
de luz (fotoperfodo de 16 horas), apresentaram pior aspecto visual ¢ menor
quantidade, quando comparados com a indugio na auséncia de luz
(Wickremesinhe & Arteca, 1993).

O mesmo comportamento foi observado para o peso da matéria fresca dos
calos obtidos. Os explantes que foram cultivados na auséncia de luz obtiveram
uma média de 0,784 g, o que representa mais de 60% de acréscimo em relago a
média do peso da matéria fresca obtida pelos explantes cultivados na presenga
de luz. George (1996) comenta que o crescimento de tecidos vegetais
organizados no cultivo in vitro geralmente nio ¢ inibido pela luz, entretanto

pode ocorrer em alguns casos, no inicio das divisoes celulares de explantes.
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Visualmente, os calos desenvolvidos na auséncia de luz apresentaram
caracteristicas de friabilidade (Figura 2A), com coloragdo clara. Em
contrapartida, os calos desenvolvidos na presenga de luz (Figura 2B)
apresentaram coloragdo marrom-escura, ¢ menos friaveis que os calos obtidos no

cultivo com auséncia de luz.

FIGURA 2 Calos de explantes foliares desenvolvidos na auséncia de luz (A) e
na presenga de luz (B). Lavras, UFLA, 2004

5.2 Efeito da luminosidade na indugiio de brotagdes em segmentos nodais de
pequizeiro

Os resultados demonstrados na Tabela 3 referem-se a comparagio dos
tratamentos que testam a influéncia da luz na indugéo de brotagdes de pequizeiro
por meio do teste kruskall-wallis, considerando o nivel de significancia fixado

em 5%.
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TABELA 3 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis para avaliacio do efeito da
luminosidade em brotos de pequizeiro. Lavras, UFLA, 2004.

Probabilidade do Média dos
Varidvel teste KW Tratamento postos
Escuro 150a
Nidmero de brotos 0,756 Claro . 160a
Escuro 0,00a
Numero de folhas 0,001 Claro 19,5b
. Escuro 20,8a
Comprimento 0,001 Claro 10,2 b
Escuro 16,6 a
Nuimero de gemas 0,484 Claro 144a
Taxa de 0a5a Escuro 16,6a
multiplicacdo i Claro 1443

De acordo com a Tabela 3, ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos no que diz respeito ao nimero de brotos. Os explantes

desenvolvidos no escuro tiveram média de 3,4 brotos formados e os

desenvolvidos na presenca de luz tiveram média de 3,6.

TABELA 4 Médias originais obtidas em fungfio dos tratamentos utilizados na
obtengdo de brotos. Lavras, UFLA, 2004.

Luminosidade N°de | N° de Comprimento Numeros Tz_lxa. de
brotos | folhas de gemas | multiplicacdo

Auséncia 3,40 | 0,00 28,13 8,80 4,40

Presenca 3,60 | 2,27 9,67 9,07 4,53

As brotagges desenvolvidas no escuro nio apresentaram formagéo foliar

diferindo significativamente das desenvolvidas na presenca de luz, as quais

apresentaram, em média, 2,27 folhas por brotagdo. Esses resultados demonstram

que para a inducdo de brotagbes in vitro, os segmentos nodais devem ser

cultivados na presenca de luz.
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Observa-se através da Tabela 4 que o comprimento médio da maior
brotagio apresentou diferenca significativa em resposta ao tratamento de
luminosidade utilizado. As brotagtes desenvolvida§ no escuro apresentaram
comprimento médio de 28,13 mm, que foi supe#ior a0 comprimento das
brotagSes desenvolvidas na presenga de luz, que apresentaram comprimento
médio de 9,61mm. “

Resultados referentes ao nimero de gemas éobtidos pelos tratamentos
utilizados caracterizam que ndo houve significincia (Tabela 3) entre o nimero
de gemas obtidas entre os tratamentos, apesar das Bromgées desenvolvidas na
auséncia de luz terem apresentado 2 média um pouco abaixo das brota¢Ges
desenvolvidas na presenga de luz, 8,80 e 9,07 gemas por explante,
respectivamente (Tabela 4). O mesmo resultado foi observado para a taxa de
multiplicacdo, observando que ndo hé diferenga estatistica em se realizar o
desenvolvimento das brotagSes na auséncia ou na presen¢a de luz, tendo sido
obtidas as médias da taxa de multiplicagio de 4,40 e 4,53, respectivamente
(Tabela 4). o

As brotacdes desenvolvidas na presenga de luz apresentaram pigmentagdo
verde normal, presencga de folhas e um menor comprimento (Figura 3A). Pela
Figura 3 B pode se observar que as brotagdes desenvolvidas na auséncia de luz
se apresentam estioladas € com pouca pigmentagio verde, além de ndo

apresentarem formacao foliar.
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6 CONCLUSOES

Maior formagdo de calos foi obtida através do cultivo dos explantes
foliares na auséncia de luz .

As brotagdes desenvolvidas na presenga de luz apresentaram formagdo de
folhas,as quais podem ser utilizadas para futuros experimentos in vitro.

As brotacdes apresentaram maior comprimento ao serem cultivadas na
auséncia de luz, sendo mais propicias para a obtengiio de explantes caulinares

para estudos futuros.
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CAPITULOX

ORGANOGENESE DIRETA E INDIRETA EM cia;.Los E EXPLANTES
FOLIARES “
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Organogénese direta e indireta em calos e explantes
foliares In: Micropropagaciio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 195 - 220. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

Dentre as vdrias espécies nativas de interesse econdmico, destaca-se 0
pequizeiro, que vem sendo ameagado pela devastagdo do cerrado
comprometendo sua propagacao natural. Além disso, suas sementes apresentam
sérios problemas de dorméncia tegumentar e uma possivel presenga de
inibidores. O objetivo deste trabalho foi estudar a organogénese direta e indireta
em calos e explantes foliares de pequizeiro. Calos de explantes foliares de
pequizeiro foram transferidos para o meio de cultivo WPM acrescido de BAP ©;
0.25; 0,5; 0,75 ¢ 1,0mg L") e ANA (0, 0,05 e 0,Img L") e suas possiveis
interagbes. Calos de pequizeiro desenvolvidos por meio do cultivo in vitro de
explantes foliares foram utilizados para a indugio de raizes em meio WPM
acrescido ANA (0; 1 e 2mg L) e BAP (0, 0,05 e 0,lmg L"), e possiveis
interagbes. Este trabalho também observou rizogénese direta em explantes
foliares inoculados em meio de cultivo WPM acrescido com AIB (0; 1; 1,5; 3;
4,5 e 5mgL™). A utilizagio de 2mg L de BAP + 0,05mg L' de ANA induziu
brotagbes adventicias em calos de pequizeiro. Obteve-se a formagdo de raizes
em calos de pequizeiro por meio da inoculagdo de explantes foliares em meio
acrescido com 2mg L ANA e 0,5mg L' de BAP. Para.a indugdo de raiz via

organogénese direta em explantes foliares recomenda-se a utilizagdo de 3mg L!
de AIB.
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2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. Direct and direct organogenesis on leaf explants and
calluses In: Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 195 - 220. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG

Out of the several native species of economic interest, the pequi tree
stands out, which has been endangered of extinction by devastation of cerrado
endangering its natural propagation. In addition, its seeds present serious
tegumental dormancy problems and a possible presence of inhibitors. The
objective of this work was to study direct and indirect organogenesis on leaf
explants and calluses of pequi tree. Pequi tree leaf explant calluses were
transferred to WPM cultivation medium containing BAP (0; 0.25; 0.5; 0.75 and
1.0mg L") and ANA (0, 0.05 and 0.1mg L") and their possible interactions.
Callus of pequi tree developed by means of the in vitro cultivation of leaf
explants were utilized for root induction in WPM medium added of ANA (0; 1
and 2mg L") and BAP (0, 0.05 and 0.1mg L"), and possible interactions. This
work also observed direct rhizogenesis on leaf explants inoculated in WPM
cultivation medium with AIB (0; 1; 1.5; 3; 4.5 and 5mgL"). Use of 2mg L of
BAP + 0.05mg L' of ANA induced adventitious shoots on pequi tree calluses.
The formation of roots on pequi tree callus by means of leaf explant inoculation
in medium containing 2mg L™ ANA and 0.5mg L' of BAP was obtained. For
root induction via direct organogenesis on leaf explants, utilization of 3mg L'of
AIB is recommended.
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3INTRODUCAO

Dentre as vérias espécies nativas de interesse econdmico destaca-se o
pequizeiro (Caryocar brasiliense), o qual é uma espécie frutifera, que também
contribui para a recomposigio da flora e fauna nas dreas de ocorréncia
(Carvalho, 1994; Gribel & Hay, 1993).

A devastagio do cerrado e matas ciliares no Brasil esté crescente, o que
compromete a propagaco natural do pequizeiro. Além disso, suas sementes
apresentam sérios problemas de dorméncia tegumentar ¢ presenga de inibidores
(Dombroski, 1997; Melo & Gongalves, 1991). Neste contexto, as técnicas de
cultura de tecidos apresentam-se como uma ferramenta importante na
propagagio do pequizeiro.

Dentre as técnicas de cultura de tecidos vegetais, destaca-se a indugdo
organogénese (Pasqual et al., 1997). A organogénese ¢é definida como a
formagdo de estruturas a partir de tecidos e células, podendo ocorrer por via
direta através da regeneragio de plantas provenientes de tecidos ndo
meristemdticos, sem passar pela fase de calo, apresentando alta fidelidade
genética e, por via indireta, quando o processo de regeneragio ¢ precedido pela
formacdo de calo.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a partir das células do calo
surgem gemas adventicias capazes de desenvolver novas estruturas (parte aérea
ou raiz), as quais podem ser utilizadas para a propagagdo de vérias espécies.

O objetivo deste trabalho foi estudar a organogénese direta e indireta em

calos e explantes foliares de pequizeiro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Indugiio de brotagdes em calos de explantes foliares

Este experimento foi realizado no Laboratério de Propagagio de Plantas
Lenhosas do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras. Calos de pequizeiro obtidos através do cultivo
in vitro de explantes foliares em meio WPM acrescido com 30g L de sacarose e
2mg L' de 2,4-D + Img L’ de TDZ, foram utilizados com fonte de explante.

Os calos foram transferidos em cdmara de fluxo laminar para o meio de
cultivo Wood Plant Medium (WPM, Loyd & McCown, 1980) acrescido de
800mg L' de PVP, 30g L™ de sacarose, e diferentes concentragSes de BAP (0;
0,25; 0,5; 0,75 e 1,0mg L) e ANA (0, 0,05 e 0,1mg L") (Tabela 1). O meio de
cultivo foi solidificado com 7g L™ de 4gar.
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TABELA 1 Tratamentos em fun¢do da combinagdo entre os reguladores de
crescimento BAP e ANA. Lavras, UFLA, 2004.

Tratamento Reguladores de crescimento
ANA (mgL™) BAP (mgL™)
TO1 0 0
T2 . 005 0
T3 0,01 0
T4 0 0,5
TS 0,05 0,5
T6 0,01 0.5
T7 0 01
T8 0,05 01
T9 0,01 01
T10 0 L5
T11 0,05 L5
T12 0,01 L5
T13 0 2
T14 0,05 2
Ti5 0,01 2

Os calos foram inoculados em tubos de ensaio (23 x 137mm) contendo 15
mL de meio. Sendo o pH ajustado para 5,8 e posteriormente autoclavado a 121°
C e 1,0 atm por 20 minutos.

Apés a transferéncia dos calos para os tubos, estes foram mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 251°C, e

DFFFA de 36pmol m™s™.

| Aos 90 dias de cultivo, foi avaliado o nimero de brotagoes formadas. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 15
repeticBes e 10 tratamentos, sendo a unidade amostral composta por um tubo de
ensaio contendo um explante cada.

Para se analisar os dados utilizou-se para comparar quais tratamentos

diferem entre si, a construgio de um Box-Plot (Bussab & Morettin, 1987).
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4.2 Inducfio de raizes em calos de explantes foliares

Calos de pequizeiro desenvolvidos através do cultivo in vitro de exblantes
foliares em meio WPM acrescido com 30g L™ de sacarose ¢ ANA + BAP, foram
induzidos ao enraizamento.

Os calos foram formados em meio de cultivo Wood Plant Medium
(WPM, Loyd & McCown, 1980) acrescido de 800mg L" de PVP, 30g L' de
sacarose, e diferentes concentragdes de ANA (0; 1 e 2mg L") e BAP (0,005¢
0,1mg L"), e possiveis interagdes. (Tabela 2). O meio de cultivo foi solidificado

com 7g L de 4gar.

TABELA 2 Tratamentos em fungdo da combinagdo entre diferentes
concentragdes dos reguladores de cresc:mento de ANA + BAP.

Lavras, UFLA, 2004,

Tratamento MIador de crescimento
ANA( gL) BAP (mgL™)
TO1 0
T2 1,0 0
T3 1,0 0,5
T4 1,0 1,0
TS 2,0 0
T6 2,0 0,5
T7 2,0 1,0

O experimento foi montado em delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 7 tratamentos, 10 repeti¢des ¢ mantido no escuro
em sala de crescimento 2 temperatura de 25£1°C.

Ao final de 30 dias, foi realizada avaliagfio observando a formagdo de
calos, de raizes, o nimero de rafzes, o niimero de rafzes secunddrias e

comprimento da maior raiz.
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As andlises dos dados foram realizadas por meio do teste de
probabilidade Kruskall-Wallis (Triola, 1999), considerando significdncia de 5%

e a correlagdo de Sperman (Zimmerman, 1989).
4.3 Indugiio de raizes em explantes foliares

Segmentos foliares de 3cm’ retirados de folhas de plantas matrizes
mantidas em sala de crescimento foram utilizados como explantes. Antes da
retirada dos explantes, as folhas foram colocadas em dgua corrente por 12 horas
e em seguida foi realizado a assepsia com 4lcool etilico 70% por lminuto e
hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo). Ap6s a desinfestagdo, as folhas foram
lavadas por trés vezes em cimara de fluxo laminar com dgua destilada ¢
autoclavada, sendo entdo efetuada a retirada e transferéncia dos explantes
foliares para tubos de ensaio (23 x 137mm) contendo 15ml de meio Wood Plant
Medium (WPM) (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com 30g L' de
sacarose, 78 L de 4gar e diferentes concentragdes de AIB (0; 1; 1,5;3;45e
5mgL™"). O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a
121°C, 1,0 atm por um periodo de 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo 0s
explantes foliares foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, 36ymol m2s™ de DFFFA luminosa 3 uma temperatura de 25+1°C.

Apés 40 dias de cultivo foi avaliado a formagdo de raizes, o nimero de
raizes, o ndmero de rafzes secundérias e comprimento da maior raiz (mm).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 6 tratamentos e 15 repetigbes, sendo que em cada tubo foi inoculado um
explantes foliar. Para a analise dos dados foi utilizado o teste de probabilidade
Kruskall-Wallis (Triola, 1999), considerando significincia de 5%.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Indugiio de brotagdes em calos de explantes foliares

Aos 90 dias de cultivo foi observada formagio de brotagSes apenas nos
calos que foram inoculados em meio de cultivo WPM acrescido com 2,0mg L™
de BAP + 0,05mg L' de ANA (Figura 1, T14). Essa combinagio proporcionou a
formagdo de brotagdes em 40% dos explantes inoculados. Grattapaglia &
Machado (1998) afirmam que a desdiferenciagdio, indugdo e regeneragdo de
plantas a partir de calos, sio muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e
podem demandar algum tempo, principalmente para espécies lenhosas.

A utilizagdo de uma alta relagdo entre citocinina / auxina (2,0mg L' de
BAP / 0,05mg L' de ANA) propiciou o aparecimento de gemas adventicias
formando em média 2,8 brotos / explante (Figura 1). Tsuro et al. (2000)
comentam que obtiveram bons resultados ao utilizarem 1mg L’ de BAP para

induzirem brota¢Ses em lavanda (Lavandula Vera).
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Numero de Brotagdes

Figura 1 Nimero de brotagdes obtidos em fungdo da combinagio dos
reguladores de crescimento BAP e ANA, sendo o T14 =0,05mg L
de ANA +2mg L. Lavras, UFLA, 2004.

Landa et al. (2000), também conseguiram obter brotagbes em calos de
pequizeiro ao utilizarem combinagdes entre ANA, BAP, extrato de malte ¢
casefna hidrolisada.

A formagdo das gemas adventicias e o aspecto das brotagGes formadas a
partir de calos de pequizeiro inoculados em meio de cultivo WPM acrescido
com 2,0mg L' de BAP + 0,05mg L* de ANA podem ser observados na Figura

2.
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FIGURA 2 Aspecto das gemas adventicias e das brotagdes desenvolvidas
a partir de calos inoculados em meio WPM acrescido com
2,0mg L' de BAP + 0,05mg L" de ANA. Lavras, UFLA,
2004.

Os calos obtidos neste trabalho sdo caracterizados como organogénicos.
Segundo Grando et al. (1993), os calos organogénicos apresentam centros
meristematicos capazes de regenerarem plantas pelo processo de organogénese.
Os mesmos autores relatam que os calos embriogénicos sdo diferentes dos calos
organogénicos por apresentarem a formagio de pequenos embrides somaticos
capazes de regenerarem plantas completas, com raiz e parte aérea, visto que 0s

mesmos sdo bipolares.

5.2 Indugio de raizes em calos de explantes foliares

A correlagdio de Sperman (Zimmerman, 1989) para a presenga de calos e
a formagdo destes, foi de 0,422. Considerando o nivel de significancia fixado em
5% torna-se evidente que as respostas dadas a esses tratamentos apresentam uma
baixa correlagdo linear o que indica que o aumento em média de uma das
variaveis nio tem conseqiiéneia a outra.

A formagdo de calos em fungdio dos tratamentos utilizados esta

demonstrada na Figura 3. Observa que na auséncia de reguladores de
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crescimento ndo houve formago de calos. Os melhores resultados foram obtidos
20 se utilizar 2mg L' de ANA, 2mg L” de ANA + 0,5mg L de BAP e 2mg L™
de ANA + Img L de BAP, tendo esses tratamentos proporcionado 100% de
formagdo de calos. Gomes (1999) afirma que interago entre auxina e citocininas
tem sido utilizada para a indugdo de calogénese, e que em geral, o uso de
diferentes concentragdes de auxinas pode determinar a formagdo de rafzes ou de
calos.

A formagio de calos aumentou em fungio do aumento das concentrages
de ambos os reguladores de crescimento, ANA e BAP demonstrando a
influéncia da interagio entre estes dois reguladores na fonnégio de calos (Figura
3).

L J
L 2

100 1 o
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60 -
50 -
w-
30
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10 1

Formag#o de calos (%)

T T T T T J
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deANA deANA+ deANA+ de ANA deANA+ de ANA+
05mgl-l 1mgL-l 0SmgL-l 1mgL-l

deBAP deBAP de BAP  de BAP

o
4

FIGURA 3 Formagio de calos em fungdo da combinagio de diferentes
combinagdes dos reguladores de crescimento ANA e BAP. Lavras,
UFLA, 2004.

As respostas ao enraizamento em relagio ao nimero de raizes formadas
(Figura 4), nimero de rafzes secundirias (Figura 5) e comprimento da raiz

(Figura 6) sdo dadas pelos tratamentos que utilizaram 2mg L' de ANA e 2mg
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L' de ANA + 0,5mg L de BAP (tratamentos 5 e 6, respectivamente). Por meio
da matriz de correlagio entre essas varidveis analisadas e sua significancia

(Tabela 3). Conclui-se que as varidveis s3o fortemente correlacionadas.

TABELA 3 Matriz de Correlagdo de Sperman. Lavras, UFLA, 2004.

Nr Nrs
Nrs 0,7385
p-valor 0,0000
Cmr 0,9853 0,7585
p-valor (,0000 0,0000

O resultado apresentado por meio do teste Kfuskall-Wallis refere-se 2
indugdo de raizes em calos de explantes foliares em tfum;ﬁo da utilizagdo dos
reguladores de crescimento ANA e BAP. A probabilidade do teste Kruskall-
Wallis obtido para todas as caracteristicas avaliadas ‘em relagdo a rizogénese
indireta foi igual a 0,000, o que evidencia que houve resposta significativa ao
nivel de 5% de probabilidade em fungio dos tratamentos utilizados. Em
decorréncia deste resultado, realizou-se a montagem de graficos Box-plot para o
niimero de raizes, nimero de raizes secundérias ¢ comprimento da maior raiz.
(Figuras 4, 5 e 6).

A formagdo de raizes a partir de calos foi obtida apenas nos tratamentos
que utilizaram 2mg L de ANA (T5), 2mg L' de ANA + 0,5mg L"' de BAP
(T6) (Figura 4). Uma alta relagiio entre auxina / citocinina, provavelmente
favoreceu a indugfio e desenvolvimento de raizes. Landa et al. (2000) obtiveram
resultados semelhantes ao obterem enraizamento de calos formados de explantes
foliares de pequizeiro cultivados na auséncia de luz e §m meio de cultivo WPM
acrescido com ImgL”’ de BAP combinado com 2mg L™ de ANA.
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FIGURA 4 Niimero de raizes em fungdo dos tratamentos utilizados. (T1)
controle, (T2) Img L de ANA, (T3) Img L' de ANA +0,5mg

L de BAP, (T4) Img L de ANA + Img L' de BAP, (T5)

2mg L de ANA, (T6) 2mg L' de ANA + 0,5mg L de BAP,

- (T7) 2mg L de ANA + Img L"' de BAP. Lavras, UFLA, 2004.

O maior nimero de raizes (16) foi obtido a0 se utilizar 2mg L'de ANA +
0,5mg L' de BAP (Figura 4). O uso de 2mg L' de ANA proporcionou a
formagio média de 14,9 raizes (Figura 4, T5). Apesar ndo ter havido diferenca
estatfstica entre estes dois tratamentos, a formagio de um maior mimero de
rafzes no tratamento que combinou uma concentragio maior de auxina em
relagiio a citocinina (T6) possivelmente estd relacionada a iniciagdo radicular
pelo ANA e a multiplicacdo celular influenciada pelo BAP.

Ao contrério do ndmero de rafzes formados, o maior nimero de raizes
secundérias (2,27) foi obtido ao se utilizar apenas ANA na concentragio de 2mg
L" (Figura 5, T5). O uso de 2mg L de ANA +0,5mg L' de BAP proporcionado
a formagio de 2 raizes secundirias por explante (Figura 5, T6).
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FIGURA 5 Niimero de raizes secundérlas em funcdo dos tratamentos utilizados.
(Tl) controle, (T2)Img L de ANA, (T3). lmg L'de ANA +0 5m§
L' de BAP, (T4) lmg L'de ANA + ImgL de BAP, (T5) 2mg L
de ANA, (T6) 2mg L' de ANA + 0,5mg L" de BAP, (T7) 2mg L
de ANA + Img L de BAP. Lavras, UFLA, 2004.

As raizes formadas a partir dos calos apresentaram seu maior
comprimento (14,2) na presenga de 2mg L' de ANA + 0,5mg L" de BAP
(Figura 6, T6). O uso de 2mg L'lde ANA promoveu o crescimento das raizes até

o comprimento maximo de 13,1 mm (Figura 6, T5).
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FIGURA 6 Comprimento da maior raiz em fungdo dos tratamentos utilizados.
(T1) controle, (T2) Img L' de ANA, (T3) Img L™ de ANA + 0,5mg
L' de BAP, (T4) Img L' de ANA + 1mg L' de BAP, (T5) 2mgL"
de ANA, (T6) 2mg L™ de ANA + 0,5mg L' de BAP, (T7) 2mg L'
de ANA + 1mg L' de BAP. Lavras, UFLA, 2004,

O aspecto visual dos calos € das rafzes obtidas na presenca de ANA ¢
BAP ¢ observado neste trabalho pode ser observado por meio da Figura 7.

210



FIGURA 7 Aspecto visual dos calos formados e das raizes formadas em
fungdo da utilizagfio de 2mg L™ de ANA (A), e 2mg L' de ANA
+0,5mg L' de BAP (B). Lavras, UFLA, 2004.

5.3 Indugio de raizes em explantes foliares

A probabilidade do teste Kruskall-Wallis obtido para todas as
caracteristicas avaliadas em relagdio a formagdo de raizes em explantes foliares
direta foi 1gual 2 0,000, o que evidencia que houve resposta significativa ao nivel
de 5% de probabilidade em fungdo dos tratamentos utilizados. Em decorréncia
deste resultado realizou-se a montagem de graficos Box-plot para o niimero de
raizes, nimero de raizes secundarias e comprimento da maior raiz formadas
diretamente do tecido foliar, (Figuras 9, 10, 11), respectivamente.

Conforme se pode observar na Figura 8 basicamente a resposta ¢ obtida
nos tratamentos que utilizaram 2, 3 ¢ 4mg L' de AIB, sendo que o tratamento
que utilizou 3mg L' é o que apresenta as maiores médias para todas as
caracteristicas avaliadas (formagdo de raiz, nimero de raizes, nimero de raizes

secundarias e comprimento da maior raiz). Para melhor confirmagdo deste fato,



segue-se abaixo a matriz de correlagdo entre as varidveis analisadas e sua

significncia (Tabela 4).

TABELA 4. Matriz de Correlagdo de Sperman. Lavras, UFLA, 2004.

Nr Nrs
Nrs 0,9918
p-valor 0,0000
Cmr 0,9667 0,9667
Pvalor 0,0000 0,0000

Assim através da Tabela 4 conclui-se que as varidveis estudadas (Nimero
de raiz, Numero de rafzes secunddrias ¢ comprimento da maior raiz) sdo
fortemente correlacionadas.

O uso de 3mg L de AIB propiciou 100% de formagdo de raizes em
explantes foliares (Figura 8). Segundo Pasqual et al. (2000), Zimmerman,
(1981); George & Sherrinton, (1984) o AIB € o regulador de crescimento mais

indicado para induzir o enraizamento in vitro.
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FIGURA 8 Formagio de raizes em explantes foliares em fungdo das
diferentes concentragbes de AIB utilizadas. Lavras,
UFLA, 2004.

Observa-se que o aumento na formagdo de raizes é progressivo até 2
concentragdo de 3mg L™ (Figura 8) com redugdo em concentragSes superiores.
Gattapaglia & Machado (1998) comentam que a auxina é importante para as
fases iniciais da formagdo de rafzes, mas pode ser inibitéria em fases
subsegiientes. George (1996) relata que o aumento da concentragdo de auxinas
no meio de cultivo pode induzir um aumento no niimero de raizes formadas em
explantes de vérias espécies, no entanto, quando as concentragdes séo elevadas,
pode-se observar a formagdo de calos em detrimento da formago de raiz.

O maior nimero de raizes (2,29) foi obtido ao se inocular os explantes
foliares em meio acrescido com 3mg L™ de AIB (Figura 9, T4). A utilizagdo de
2mg L' e 4mg L de AIB induziram a formagdo de 0,53 (Figura 9, T3) e 1,27
(Figura 9, TS) raizes, respectivamente.
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FIGURA 9 Niimero de rafzes formadas em explantes foliares em
funcéo das diferentes concentragoes de AIB utlllzadas
(T1) controle, ('1‘2) Img L™ de AIB, ('1‘3) 2mg L de
AlB, (T4) 3mg L' de AIB, ('1‘5) 4mg L™ de AIB, (T6)
5mgL’ de AIB e (T7) 6mg L™ de AIB. Lavras, UFLA,
2004.

Paiva Neto et al. (1998) trabalhando com salgueiro do rio (Salyx
humboldtiana Willd.) induziram a formacio de raizes adventicias em explantes
foliares através do acréscimo da auxina ANA no meio de cultivo.

Resultados mais expressivos para a formagao de rafzes secundirias foram
obtidos com a utilizagéio de 3mg L" de AIB apresentando uma média de 18,93
rafzes secundirias por explante foliar (Figura 10, T10). Entre os tratamentos que
induziram a formagio de rafzes, o menor resultado foi 3,53 raizes secundérias,

obtido ao se utilizar 2mg L™ (Figura 10, T3).
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FIGURA 10 Nimero de raizes secunddrias formadas em explantes
foliares em fungdo das diferentes concentragdes de
AIB utilizadas. (T1) controle, (T2) Img L' de AIB,
(T3) 2mg L™ de AIB, (T4) 3mg L' de AIB, (TS) 4mg
L' de AIB, (T6) Smg L' de AIB e (T7) 6mg L' de
AIB. Lavras, UFLA, 2004. [

O maior comprimento de raizes (23,7mm) foi obtido através da utilizagio
de 3mg L' de AIB. A utilizagio de 2 e 4mg L de AIB, induziram o
comprimento de 5, 7mm (Figura 11, T3) e 9,13mm (Figura 11, T9) de

comprimento respectivamente (Figura 11).
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FIGURA 11 Comprimento das raizes formadas em explantes foliares
em fungio das diferentes concentragées de AIB
utlhzadas (T1) controle, (TZ) Img L' de AIB, (T3)
2mg L de AIB, (’1‘4) 3mg L de AIB, (TS) 4mg L' de
AIB, (T6) 5Smg L! de AIB, (T7) 6mg L' de AIB.
Lavras, UFLA, 2004.

O aspecto das rafzes desenvolvidas por organogénese direta a partir de
explantes foliares pode ser observado na Figura 12.
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FIGURA 12 Aspecto visual das raizes desenvolvidas a partir de
explantes foliares inoculados em meio WPM acrescido
com 3mg L™ de AIB. Lavras, UFLA, 2004.

6 CONCLUSOES

A utilizagdo de 2mg L™ de BAP + 0,05mg L™ de ANA induziu brotagdes
adventicias em calos de pequizeiro.

Obteve-se a formagdo de raizes em calos de pequizeiro através da
inoculagdo de explantes foliares em meio acrescido com 2mg L ANA e 0,5mg
L™ de BAP.

Para a indugdo de raiz via organogénese direta em explantes foliares

recomenda-se a utilizagdo de 3mg L de AIB.
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CAPITULO XI

ENRAIZAMENTO IN VITRO DE BROTACOES E ACLIMATIZACAO

DEPLANTULAS
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1 RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Enraizamento in vitro de brotagbes e aclimatizacio de
plintulas. In: Micropropagagiio de pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.).
2004. P. 221-239. (Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

A propagacio do pequizeiro via cultivo in vitro é uma alternativa
promissora para a produgdo de mudas de qualidade e em larga escala. Dentro das
etapas da cultura de tecidos, o enraizamento é fundamental para o sucesso da
producdo de plantulas capazes de serem aclimatizadas, formando mudas de
qualidade e aptas para o campo. Este trabalho teve como objetivo verificar o
efeito do AIB e carvdo ativado na indugio de rafzes em brotagbes de pequizeiro,
bem como aclimatizar as plantulas obtidas. Para o estudo da indugdo de raizes,
brotagdes foram transferidas para meio WPM suplementado com 30g L' de
sacarose, 7g L' de 4gar, diferentes concentragdes de AIB (0; 1,0; 1,5;3,0:45¢
. 5mg L") e na presenga ou ndo de carvdo ativado. As plantulas obtidas foram
transferidas para sacos de polietileno contendo o substrato, cobertas com uma
garrafa tipo pet com tampa para manter umidade, a qual foi reduzida
gradualmente até as plantulas estarem aclimatizadas. Foi observada a formagio
de rafzes apenas nas brotagSes que foram inoculadas na presenga de AIB. Na
auséncia de carvdo ativado, as brotagdes apresentaram formaggo de calos em sua
base. Os resultados indicam o uso de AIB na concentragio de 3mg L' e carvdo
ativado para a indugdo de raizes em brotagSes de pequizeiro. Foi possivel
aclimatizar plantulas de pequizeiro provenientes do cultivo in vitro aos 30 dias
ap6s o transplantio. As plantulas provenientes do cultivo in vitro com carvéo
ativado apresentaram uma maior taxa de sobrevivéncia na aclimatizagdo.

222



2 ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. In vitro rooting of shoots and seedling acclimatization. In:
Micropropagation of pequi tree (Caryocar brasiliense camb.). 2004. P. 221 -
239. (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG

The propagation of the pequi tree via in vitro cultivation is a promising
alternative for production of high quality seedlings on large scale. Considering
the steps of tissue culture, rooting is fundamental to the success of production of
seedlings capable of being acclimatized, giving rise to seedlings of high quality
and able to grow under field conditions. This work aimed to verify the effect of
AIB and activated charcoal in inducing of roots on pequi tree shoots, as well as
acclimatize the seedlings obtained. For the study of root induction, shoots were
transferred to WPM medium supplemented with 30g L" of sucrose, 7g L of
agar, different concentrations of AIB (0; 1.0; 1.5; 3.0; 4.5 and Smg L") and in
the presence and absence of activated charcoal. The seedlings obtained were
transferred into polyethylene bags containing the substrate, covered with a pet
type bottle with a lid to maintain humidity, which was decreased gradually when
the seedlings were acclimatized. The formation of roots was observed only on
the shoots which were inoculated in the presence of AIB. In the absence of
activated charcoal, the shoots presented callus formation on their bases. The
results point out the use of AIB at the concentration of 3mg L' and activated
charcoal the best treatment for root induction on pequi tree shoots. It was
possible to acclimatize pequi tree seedlings coming from in vitro cultivation at
30 days after transplanting. The seedlings coming from in vitro cultivation with
activated charcoal presented an increased survival rate in acclimatization.
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3INTRODUCAO

A propagagio do pequizeiro via cultivo in vitro é uma altemativa
promissora para a produgdo de mudas de qualidade e em larga escala.

Dentro das etapas da cultura de tecidos, o enraizamento € fundamental
para o sucesso da produgfio de plantulas capazes de serem aclimatizadas,
formando mudas de qualidade e aptas para o campo. A fase de enraizamento in
vitro caracteriza-se pela formagdo de raizes adventicias nas partes aéreas
provenientes da multiplicagao, peﬁnitindo, assim, o posterior transplantio da
plantula para condi¢des ex vitro. A obtengdo de uma plantula com sistema
radicular bem desenvolvido é de grande importéncia para a sua sobrevivéncia e
crescimento nas novas condigdes ambientais (Pio et al., 2002).

Dentre as substancias reguladoras de crescimento, as auxinas exdgenas
t8m participagdo fundamental no processo de rizogénese, principalmente nas
espécies lenhosas que possuem dificuldades para enraizarem (Gaspar &
Hofinger, 1988). Segundo Pasqual et al. (2000), o regulador de crescimento mais
indicado para induzir o enraizamento de brotos € o 4cido indolbutirico (AIB).

Alguns compostos podem ser adicionados ao meio de cultivo para
auxiliar a indugfo da rizogénese. O carvio ativado € utilizado para estimular a
condigdo de escuro no qual as raizes normalmente se desenvolvem. Em termos
quimicos, o carvdo ativado exerce um efeito de retengdo de alguns componentes
do meio de cultivo e também é capaz de fixar citocininas residuais liberadas
pelos tecidos vegetais ou absorver compostos téxicos inibidores do
enraizamento (Gomes, 1999).

Ap6s a etapa de enraizamento as plantulas devem ser aclimatizadas para
terem condicdes de sobreviverem em ambiente com alta luminosidade e baixa
umidade. A aclimatizagdo envolve o transplantio da pldntula da condi¢do in vitro

para a casa de vegetagdo, que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
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pode ser um fator limitante para o processo de micropropagacdo de algumas
espécies (Torres et al., 1998).
Assim, torna-se essencial que a pldntula, ao sair da condigdo in vitro,
deva passar por um processo de aclimatizagio antes de ser levada para o campo.
Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito do AIB e carvao
ativado na indugfio de raizes em brotagGes de pequizeiro e aclimatizar as

pléntulas desenvolvidas in vitro.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Efeito do AIB no enraizamento in vifro de brotagoes

Para o estudo da indugdo de raizes, brotagSes com aproximadamente
35mm de comprimento provenientes do cultivo in vitro de segmentos caulinares
foram utilizadas como explantes. As brotagdes foram transferidas em cimara de
fluxo laminar para tubos de ensaio (23 x 137mm) contendo 15mi de meio WPM
(Lloyd e McCown, 1980), suplementado com 30g L"J de sacarose, 7 g L de
dgar e diferentes concentragdes de AIB (0; 1,0; 1.5; 3,0;4,5 ¢ 5mgL™"). O pH do
meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que ocorreu a uma
temperatura de 121°C, 1,0 atm por um periodo de 20 minutos. Os tubos de
ensaio contendo as brotagSes foram transferidos para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, 36pmol m? s' de densidade de fluxo fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) a uma temperatura de 25£1°C. Apés 60 dias
de cultivo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: porcentagem de
enraizamento, nimero de raizes (mm), comprimento da maior raiz e nimeros de

rafzes secunddrias.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 6 tratamentos € 15 repeticbes, sendo que em cada tubo foi inoculada uma
brotagao.

Para a andlise dos dados foi utilizado o teste de probabilidade Kruskail-
Wallis (Triola, 1999), ‘considerando significancia de 5%.

4.2 Efeito do carvio ativado na inducfio de raizes in vitro

Para se verificar o efeito do carvio ativado na indugdo de raizes,
brotagbes com aproximadamente 35 mm de comprimento provenientes do
cultivo in vitro de segmentos caulinares foram utilizadas como explantes.

As brotagtes foram transferidas em cimara de fluxo laminar para tubos
de ensaio (23 x 137mm) contendo 15ml de meio WPM (Lloyd e MCCown,
1980), suplementado com 30g L™ de sacarose, 7g L' de 4gar 3,0mg L™ de AIB.
O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que '
ocorreu a uma temperatura de 121°C, 1,0 atm por ufn periodo de 20 minutos. Os
tubos de ensaio contendo as brotagdes foram transferidos para sala de
crescimento com fotoperfodo de 16 h, 36pumol m? s de DFFFA luminosa 2
uma temperatura de 25x1°C. Aos 60 dias de cultivo as seguintes caracteristicas
foram avaliadas: porcentagem de enraizamento, nimero de rafzes (mm),
comprimento da maior raiz e nimeros de rafzes secundérias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 2 tratamentos e 20 repeti¢des, sendo que no primeiro tratamento o meio foi
acrescido com 4gL™ de carvdo ativado e no segundo tratamento ndo foi
adicionado carvio ativado ao meio de cultivo. Em cada tubo foi inoculada uma
brotagdo.

Utilizou-se para a anilise dos dados o teste de probabilidade Kruskall-
Wallis (Triola, 1999), considerando significdncia de 5%.
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4.3 Aclimatizacéio de Plantulas %

Plantulas desenvolvidas in vitro na presenga (4g L) e auséncia de carviio
ativado em meio WPM suplementado com 30g L™ dei sacarose, acrescido com
3,0mg L™ de AIB e solidificado com 7g L™ de 4gar, téndo seu pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem, foram utilizadas como material vegetal.

Ap6s serem mantidas 60 dias no meio de cultura, as plintulas foram
transferidas para sacos de polietileno (577 cm’) conteﬁdo o0 substrato composto
por terra de subsolo, areia lavada e esterco (2:1:1), o qual foi auto

clavado 2 uma temperatura de 120 °C e 1,0 atm por 30 minutos antes de
ser utilizado. Ap6s a transferéncia, as plantulas foram ?obertas com uma garrafa
tipo pet com tampa (Figura 1) e colocadas sobre caixa tipo gerbox contendo
4gua destilada para manter a umidade semelhante 4 encontrada nas condiges in
vitro, e mantidas em sala de aclimatizagéo (12 h de DFFFA de fétons de 60pmol

m2sh.
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Figura 1 Plantulas de pequizeiro em aclimatizagdo. Lavras,
UFLA - 2004

Durante o periodo de aclimatizagdo a tampa da garrafa per foi aberta
gradativamente até a total remogdo aos 20 dias ap6s o transplantio. A cobertura
plastica foi totalmente retirada com 30 dias quando se considerou a plantula
totalmente aclimatizada. Ao final deste periodo foi avaliada a porcentagem de
plantas vivas em fungdo dos tratamentos dos quais as plantulas foram
provenientes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
contando de 2 tratamentos (plantulas provenientes da etapa de enraizamento em
meio de cultivo contento carvo ativado e sem este) e 15 repetigdes. Ao fim de
30 dias foi observada a porcentagem de plantas vivas. A analise estatistica foi

realizada através do teste de médias através do método Scott-Knott.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do AIB no enraizamento ir vitro de brotagdes de pequizeiro

Os resuitados relativos 2 influncia do AIB no enraizamento in vitro de
brotagdes de pequizeiro (Tabela 1) referem-se a probabilidade do teste Kruskall-
Wallis (KW) para os tratamentos avaliados. Considerando o nivel de
significincia fixado em 5%, verificou-se, para as quatro varidveis analisadas,
que os tratamentos diferem entre si, com excegdo para o mimero de rafzes

secundérias, o qual ndo foi significativo.

TABELA 1 —Probabilidades do Teste Kruskall-Wallis (KW) para o efeito do
AIB no enraizamento de brotagdes in vitro de pequizeiro. Lavras,

UFLA ,2004.
Varidvel Probabilidade do teste KW
Porcentagem de indugdo 0,000
Niimero de raizes 0,000
Comprimento de raiz 0,000
Nimero de raizes secund4rias 0,066

Os resultados demonstram que n#o houve indugdo de raizes em brotagdes
de pequizeiro na auséncia de AIB (Figura 1). Este resultado demonstra que a
utilizagdo do AIB ¢ essencial neste processo de indugdo de rafzes em brotagdes
de pequizeiro. Resultado semelhante foi relatado por Pio et al. (2002)' ao obter
enraizamento de brotagdes de Tangerina sunki X Tnj’oliata english utilizando
6mg L' de AIB. ‘

Observou-se um acréscimo na porcentagem de indug@io de raizes nas
brotagdes (de 0 a 100%) até a concentragfio de 3mg'L”, tendo concentragdes
superiores pro?ocado a queda na indugdo de raizes, chegando a total inibi¢3o

quando foram utilizadas Smg L™'. Este resultado deve-se a uma possivel inibigso
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do processo de rizogénese nas brotagSes de pequizeiro pela presenca no meio de
cultura de concentragdes de AIB acima de 3mg L. Grattapaglia & Machado
(1998) comentam que a auxina € importante nas duas fases iniciais da rizogénese

(indugio e iniciagdo), mas pode ser inibitdria na \ltima fase (elongagdo).
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IndugZo de rafzes (%)

FIGURA 2 Porcentagem de indugfio de raiz em funcdo das concentragoes
de AIB utilizadas. Lavras, UFLA, 2004.

Observou-se um comportamento semelhante ao encontrado para a
porcentagem de indugZo de rafzes nas brotagdes, ou seja, para os resultados das
demais caracterfsticas avaliadas: niimero de raizes, comprimento da maior raiz
mimero de rafzes secundérias. Um acréscimo nos valores destas caracteristicas
até a concentragio de 3mg L' com inibigio em concentragSes em condigbes
acima desse valor (Figura 2). Estas observagGes estdo de acordo com George
(1996), o qual comenta que, com o aumento da concentragéio de auxina no meio
de cultivo, aumenta-se também o enraizamento de brotagdes de vérias espécies.
No entanto, quando esta concentragio se eleva, ocorrem diminui¢do do

enraizamento e a presenga de calos.
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FIGURA 3 Nimero de raizes, comprimento da maior raiz e nimero de raizes
secundérias em funcfio das concentragSes de AIB utilizadas. Lavras,
UFLA, 2004.

A utilizagdo de 3mg L' de AIB proporcionou a indugdo de raizes em
100% dos explantes, gerando um nimero médio de 12,87 por brotagdo. As
concentragdes de 1,5mg L' e 4,5mg L' induziram a formaggo de 1,73 e 0,87
raizes por brotacio, respectivamente. Os resultados encontrados por Barbosa et
al. (2004) para o enraizamento de figueira (cultivar Roxo de Valinhos) foram
inferiores aos encontrados para o pequizeiro, sendo obtido com a utilizagdo de
6mg L' de AIB o enraizamento em 92% dos propigulos, com emissdo de 7
rafzes por explante.

O comprimento da maior raiz e o nimero de rafzes secunddrias também
aumentaram de acordo com o aumento da concentragio de AIB até a
concentragao de 3mg L', apresentando os valores de 11,07 e 2,0mm,
respectivamente.

Resposta antagdnica a estes resultados foi obtida por Lopes et al. (2001),

os quais relataram que o AIB ndo proporcionou bons resultados no enraizamento
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de mogno (Swietenia macrophylla King.). Leite et al. (1994), ndo observaram
efeito positivo da utilizacdo de AIB na indugdo de raizes de pereira.

5.2 Efeito do carviio ativado na inducdio de raizes in vifro

" A anflise estatfstica para a influéncia do carvdo ativado na indugdio de
raizes em brotagdes de pequizeiro, conforme a Tabela 2, refere-se 2
probabilidade do teste Kruskall-Wallis para as caracteristicas nimero de raizes,
comprimento de raiz e nimero de raizes secundirias. Para a porcentagem de
indugiio de raizes, todos os tratamentos apresentaram 100 % de indugdo.

TABELA 2 Probabilidades do teste Kruskall-Wallis (KW) para enraizamento
com carvio ativado e sem carvio ativado. Lavras, UFLA , 2004.

Variével Probabilidade do teste KW
Niimero de raizes 0,000
Comprimento de raiz 0,000
Niimero de raizes secundérias 0,000

Considerando o nfvel de significincia fixado em 5%, verificou-se que os
resultados diferem entre si para as trés varifveis analisadas.

Os resultados demonstram que houve a formago de rafzes nas brotagdes
inoculadas em meio de cultura contendo carvo ativado ¢ nos meios sem carvao
ativado. Entretanto, todas as brotagdes desenvolvidas na auséncia de carvdo
ativado apresentaram formagio de calos em sua base, o que pode interromper a
ligagio entre as rafzes e a brotagdo, dificultando uma futura aclimatizago.
Resultados semelhantes foram encontrados por Santos (2001), ao observar que
brotagdes de salix (Salyx humboldtiana Willd.) desenvolvem calos na base da

. brotag&o quando estas sdo inoculadas em meio sem carvao ativado.
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As médias originais obtidas em fungdo dos tratamentos com e sem carvao

ativado, estdo descritas na Tabela 3.

TABELA 3 Média dos resuitados obtidos em funggo do efeito da presenca €
auséncia de carvdo ativado no enraizamento de brotagdes de
pequizeiro. Lavras, UFLA , 2004.

, npri imero de
Porcentagemde  Nimero de Comprimento  Ndmero

Tratamento inducdo de raizes raizes da th:::)mlz secr:;fl:i'ias

Com carvio 100 7.05 33,16 19,53
ativado i :

Sem carviio 100 18 11,8 4,35
ativado

Maior nimero de raizes foi obtido na auséncia de carvio ativado (média
de 18 raizes desenvolvidas por brotagdo). Na presenqja de carviio ativado, foi
obtida uma média de 7,95 rafzes por explante.g Entretanto, as raizes
desenvolvidas no meio de cultivo contendo carvio ativado se apresentaram
maiores (33,16 mm em média) e com um nimero rnaiJor de raizes secundirias
(19,53). |

Uma menor quantidade de raizes secundirias pode afetar o processo de

i

aclimatizagdo, segundo Deberg & Maene (1984), isto ocorre devido a falta de
raizes adventicias e pélos absorventes. Esta afirmagdo corrobora os resultados
deste trabatho, no qual a utiliza¢do do carvdo ativadé resultou na inducdo de
rafzes secundérias. '

Gomes (1999) relata que o carvdo ativado é um dos compostos mais
utilizados para auxiliar a rizogénese in vitro, por possuir a capacidade de fixar
auxinas e reter fenéis, sendo, de forma geral, benéfico por promover o
alongamento das rafzes.

O aspecto visual das brotagdes e raizes desenvolvidas em meio de cultivo

acrescido com carvio ativado pode ser observado na Figura 3.
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FIGURA 4 Brotagoes enraizadas em meio de cultivo sem carvio ativado (A e B)
e brotagdes enraizadas em meio de cultivo acrescido de carvdo
ativado (C e D). Lavras, UFLA , 2004.
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5.3 Aclimatizacdao de Plantulas

Os resultados apresentados por meio da Tabela 4 evidenciam que houve
diferenga estatistica ao nivel de 5% de significincia, demonstrando que as
plantulas provenientes do cultivo in virro em meio WPM acrescido com 4 g L'
de carvdo ativado (Cca) apresentou propor¢des maio1]'es de plantas vivas em
relagiio as plantulas provenientes do meio de cultivo com auséncia de carvéo

ativado (Sca).

Tabela 4 Porcentagem de plantas aclimatizad#s vivas.

Tratamento Plantas Vivas (%)

Sca 26,6a
Cca 60,0b
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Figura 5 Plantula de pequizeiro aclimatizada aos 30 dias ap6s o transplantio.
Lavras, UFLA — 2004

A maior porcentagem de aclimatizag@o (60%) foi obtida por este trabalho
ao se utilizar plintulas provenientes do cultivo in vifro com 4g L' de carvio
ativado, este resultado pode estar ligado a uma melhor formagdo de raizes como
foi observado no experimento anterior. Este resultado corrobora Santos (2001),
quando obteve 90% de sobrevivéncia durante a aclimatizagdo, trabalhando com
plantulas de Salyx humboldtiana provindas da fase de enraizamento utilizando
meio WPM acrescidos de 4g L™ de carvdo ativado. Bons resultados também
foram obtidos por Santana (2003), utilizando carvdo ativado a 2,0g L no meio
de enraizamento na propagagio in vitro de Annona glabra, obtendo 100 % de

sobrevivéncia das plantulas na fase de aclimatizagéo.
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6 CONCLUSOES

Foi observada a formacdio de raizes apenas mas brotagSes que foram
inoculadas na presenca de AIB.

Na auséncia de carvio ativado, as brotagdes apresentaram formacdo de
calos em sua base.

O uso de AIB na concentragéo de 3,0mg L™ e carvdo ativado favorecem a
induc&io de raizes em brotagdes de pequizeiro.

Foi possivel aclimatizar plantulas de pequizeiro proveniente do cultivo in
vitro aos 30 dias apds o transplantio.

As plantulas provenientes do cultivo in vitro com carvdo ativado

apresentaram uma maior taxa de sobrevivéncia na aclimatizaggo.
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