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1. INTRODUGXO

A principal vegetagdo que caracteriza o estado de Mi

nas Gerais é o cerrado, onde o género Kielmeyera ocorre natural-

mente, ALMEIDA (1946). Esta vegetac3o é rica e variada e possui
espécies que apresentam interesse econdmico., Este interesse eco-
ndmico surge na medida em que ha producdo de: 1) madeira, para a
fabricagdo de pranchdes, carvio e celulose; 2) tanino, para a in
distria do couro; 3) cortiga, para a confecgdo de placas de re-
vestimento acustico e isolamento térmico de interiores; 4) prin-
cipios farmacoldgicos, para a industria quimica e farmscdutica.
As espécies que possuem interesse econdmico s3o acentuadamente
exploradas. A exploragdo desordenada e a rdpida transformacio
das dreas de cerrado em campos de produgdo agricola, muito tém
contribuido para a drdstica extingdo de algumas destas espécies.
Torna-se necessdrio, portanto, a adogdo de técnicas mais apropri
adas e maiores estudos para racionalizar a exploragdo, garantin-
do maiores produgdes e a sua continuidade nos cerrados. Através
da propagagdo vegetativa, espécimes desejdveis e selecionados pe

la sua produtividade e sanidade podem ser clonados,
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Os métodos convencionais de propagagdao vegetativa ex
ploram mecanismos naturais de reprodugao assexual., O uso de es-
tacas e enxertia, particularmente em drvores e arbustos, sdo e-
xemplos destes métodos, muito embora, certas espécies vegetais a
presentam sérios problemas quanto ao enraizamento de estacas ou
quanto ao pegamento de enxertos., A micropropagacgido vegetativa,
representada pela cultura de células e tecidos vegetais, igual -
mente, baseia-se em fendmenos naturais e, onde os métodos conven

cionais sdo muito demorados ou falhos, justifica-se o seu uso.

A cultura de células e tecidos vegetais oferece um
método alternativo de propagagac assexual para muitas plantas,
sendo que, em determinados casos, seu uso jd se faz em escala in
dustrial. Suas vantagens surgem na medida em que € capaz de pro-
mover um malior grau de multiplicagdo, exigindo pouco espago e
tempo. E capaz de garantir, ainda, estoques de germoplasma em ex
tingdo, conservando espécies raras e importantes. Serve, também,
como suporte ao melhoramento genético das espécies atravds da in
dugdo e selegd3o de mutantes e da hibridagdo via fus3o de proto -

plasmas ou via cultura de embriBes e dvulos.

A micropropagagdo vegetativa de espécies florestais
tem sofrido significativos progressos durante os ultimos anos,
ABBOTT (1978 e 1977) elaborou uma extensa lista de espécies, das
quais a grande maioria ocorre em florestas de clima temperado,
que s3o propagadas atualmente por métodos de cultivo "in vitro".
Vale destacar alguns trabalhos como os de LEE & RAO (1980) que
estudaram a viabilidade de micropropagagdo de espécies flores-

tais tropicais, assim como os de SHIPTON & JACKES (1986) . MHATRE



!
et alii (1985), SITA et alii (1979) e VENKETESWARAN & GANDHI

(1981) tendo, estes uUltimos, trabalhado com Copaifera multijuga

oriunda do Brasil,

.

| A espécie Kielmevera coriacea Martius, Guttiferae, é
|

bastante comum nos cerrados de Minas Gerais, Esta espécie tem um

grﬁnde interesse econdmico pois trata-se de uma fonte de produ-
gao potencial e alternativa de cortiga, razdo pela qual & multo
explorada. Esta exploragdo € predominantemente extrat1v1sta e,
ali?da a expans3o da fronteira agricola nos cerrados, causou o

total desaparecimento desta espécie em muitas regides onde, ou-

trora, era abundante.

E O objetivo do presente trabalho foi estudar os Bfei-

tos|de diversos componentes do meio de cultura MURASHIGE & SKOOG

(1962) sobre o desenvolvimento de explantes de Kielmegera

coriacea Martius "in vitro", no que diz respeito a prollferaqao

de brotagoes € ao enraizamento das mesmas.
i |

|
|
|
\
|
i

|
|
|




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A espécie Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferae)

O género Kielmevera & prdprio dos cerrados e & facil
mente encontrado em Minas Gerais, embora, em determinadas &areas
jd| tenha quase desaparecido. As arvores, no geral, sdo de peque-

no porte e seu caule de pequeno didmetro. A espécie Kielmevyera

coriacea é apontada por SADDI (1982) e por ALMEIDA (1946) como u
ma das mais tipicas do cerrado e se dispersa desde o estado da
Bahia até paises limitrofes como o Paraguai e a Bolivia.  SADDI
(1982) aponta, ainda, a ocorréncia desta espécie no Mato Grosso
(imediagGes da Cachoeira Véu da Noiva e Serra dos Parecis), em
Goids (nas proximidades de Caldas Novas), em Ronddnia (nas adja-
céncias de Porto Velho) e em S3o0 Paulo (na reserva de Emas, no
muriicipio de Mogi-Guagu). A Figura 1 retrata um espécime nas ime
diagdes do municipio de Lavras-MG. E vulgarmente conhecida por

"pau-santo",

Os representantes desta espécie apresentam estatura

variando de 1 a 4 m, com folhas obovais, coridceas e espatulares,



FIGURA 1 - Planta adulta de Kielmeyera coriacea Martius, com a -

|
proximadamente 2,50 m de altura, fotografada nas pro-

ximidades do municipio de Lavras. ESAL, Lavras/MG

1090, y
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Te? de 20 a 60 cm2 de area foliar, As flores sio carnosas e pos-
suem de 6 a 8 cm de difimetro e passam do branco ao rosa i medida

qué senescem (Figura 2), Os frutos também s3o carnosos, alonga -

dos e ésperos, mas, a medida que amadurecem tornam-se lenhosos
(Figura 3), ALMEIDA (1946). As flores e os frutos s3o utilizados,
1

seTundo relatos feitos por FERREIRA (1974), por florxcultores pa

ra la confecgdo de alguns arranjos ornamentais denominados popu -

| |
larmente de "Flores do Planalto", Nos trabalhos de DIONhLLO &
BASTA (1980) e DIONELLO (1978) informag¢Bes mais deLalha-
daé sobre os caracteres quantitativos e qQualitativos dos frutos,

asﬁim como das sementes, podem ser conseguidas,

A espécie Kielmeyera coriacea, assim como a grande
maioria das espécies de cerrado, apresenta suas partes subterri-

neas muito mais desenvolvidas que sua parte aérea. A Figura 4

mostra mals detalhadamente esta caracteristica assim como o xilo

podlo, uma estrutura subterrinea especializada em armazenamento
|

de agua e apontada por FERRI (1979) como comum & muitas Tutras
|
1

esp%CLes tipicas do cerrado,

Outra caracteristica marcante da Klelmexera corlacea,

apo%tada por SOUZA (1947), é a sua casca fortemente suberlflcada

(Fibura 5) da qual extrai-se a cortiga, principal matéria prima

para a fabricagdo de placas utilizadas em revestimentos acustl-

cosu térmicos e decorativos de ambientes,

A literatura cita o género Kielmeyera como pradutor
de uma grande variedade de compostos orgdnicos do grupo das xan-

» 1
tonas, compostos estes determinados por GOTTLIEB (1971, 19?0 e
I |

!




P

MG, 1990,

CURA 2 - Flores de Kielmevera coriacea Martius. ESAL,

Lavras/




IGURA 3 -

Aspecto geral do fruto maduro (i esquerda) e

mentes (& direita) de Kielmeyera cor:acea

ESAL, Lavras/MG, 1990.

das se-

Martius.




'IC

URA 4 - Planta jovem de Kiolmeyera coriac

da em viveiro, onde se pode apreciar o desenvol
to das partes adrea e subterrinea (xilopddio).

Lavras/MG, 1990,

@a Mertius, cultiva-

vimen-—

ESAL,



FI

Em cima: casca suberificada de Kielmevera coriacea

Martius, apds sua imediata retirada da planta adulta.
Em baixo: corte transversal do tronco da planta adul-
ta de K. coriacea (ao centro) e placas industrializa-
das de cortica em granulometrias diferentes (nas late
rais). ESAL, Lavras/MG, 1990.

Sl i g o e e R g o i b = g b
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5 . |
1969). Um trabalho foi feito por LOPES et alii(1977)e que deter-

éinou a presenga de uma xantona particular em Kielmeyera coria -
égg, a osajaxantona. Trabalhos preliminares citados por gste mes -
#o pesquisador atestam que a osajaxantona possui propriedadescgg
éaricidas, bem como, de repelente das cércérias de Schistosoma

b

mansoni, causador da "barriga d'agua", doenga que aflige milhdes

le brasileiros. Ainda sob o ponto de vista de planta me?icinal,

a Kielmeyera coriacea produz uma resina que, segundo PIO, CORREA
61926), é usada na medicina popular contra a dor-de-dentés, como -
b {

tdnico e como emoliente.

|
P2,2, Micropropagagdo vegetativa: produgdo e regenerag?o de

plantas "in vitro"

MINOCHA (1980) sugere e dlscute trés grandes cami =~

f
7hos para a propagagdo vegetativa de plantas, em geral, ;através
qa técnica de cultura de tecidos. S3o eles:

| .

|

|

a) a produgdo de calos e suspensio de celulas a par-
\

ﬁlr de pedagos de partes da planta, denominados explantes, segui

da pela indugdo de embriogénese:

o
| b) a produgdo de brotagdes adventicias e gemas dire-

tamente a partir de pedagos de partes da pPlanta ou de um‘j calos

ré-existente, com posterior enraizamento:

o]

|
c) a indugdo de proliferagdo de brotagdes e gemas axi
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lares para a produgdoc de brotos miltiplos que podem, e&entualmeg

te, ser enraizados,

De acordo com as discussdes deste autor, o$ dois pri
meiros caminhos, aos quais muitos pesquisadores se ded;caram,nﬁo
trouxeram beneficios significativos para a propagagao ée muitas
plantas, Ao cbntrério, 0 terceiro caminho tem proporci9nado a ob
tengd3o de um grande numero de material clonal que se cgracteriza
pela sua uniformidade, caracteristica dificil de se gonseguir,
principalmente, quando se pretende produzir clones a p%rtir de
um calo ou de uma suspensdo celular. A produgao de cloﬁes via
proliferacgdo de gemas ou brotagdes axilares & rdpida e% parece
ter uma larga aplica¢io, Este método de clonagem provoﬁ ser efi-
ciente para a propagagac de Betula pa Ezrlfera e B. alleghanlen31s,
embora alguns resultados satisfatdrios tenham sido cqnseguldos
com a formagdo de calos e a diferenciaclo de algumas plantas a

partir deste calos,

1
i
I

De maneira semelhante, VON ARNOLD (1989) descreve,

também, tré&s caminhos ou maneiras principais para se regenerar
|

pPlantas "in vitro", S3o eles:

a) a regenerag¢lio a partir de meristemas pré~existen-

|
1
tes: j
J

b) a regeneragdo a partir de meristemas adventicios
I
|
|

¢) a regeneragdo via embrides somdticos.
i
O método mais comumente empregado para a propagagao

clonal de espécies florestais’ consisteilem regenerar plantas a
' i
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partlr de meristemas pré-existentes. O emprego de c1toc1n1nas é
uma constante e sd3o requeridas duraite todo o processo de regene
ragao. VOGELMANN et alii(1984)estudaram a absorgdo de ben21lade-

nlna (BA), uma das citocininas mais empregadas em cultura de te-

bldos, em explantes de Picea abies e Pinus sylvestris e}verlflca

ram, durante o processo de regenerag¢fo, que a sua absorgao era

Llretamente proporcional a sua concentragdo no meio de ‘cultura.
|
Segundo BERGMAN et alii(1985) a regenerag3c via meristemas pré-

exlstentes é dependente n3o sé de citocininas como, tambem, do

‘ \

genotlpo e do numero de subculturas prévias do materlalﬂ VON AR~
NOLD (1989) ressalta, ainda, que brotagdes regqeeradas,§ guando
?xpostas a citocininas por periodos longos de tempo, tem seu de-
éenvolv1mento afetado e podem adquirir formas anormais gom o apa
ecimento de folhas pequenas e aciculadas, A sua redugﬁd ou com-
pleta eliminagd3o do meio de cultura € usualmente requerlda para

a elongag@o dos brotos e no enraizamento dos mesmos.

i A indugdo e o desenvolvimento de gemas advénticias
fambem é um método bastante utilizado na multiplicagao “1n vi -

|
tro" e tem sido descrito em tecidos jovens de conlferas,] DURZAN

(1980) e THORPE (1988). As gemas adventicias podem ser formadas

diretamente do explante ou indiretamente de um calo. VON‘ ARNOLD
|

1989) alerta para os riscos de aberragbes cromossomais gue po-

e e

dem ser induzidas na fase de calos, o que pode comprometér a uni
| | e
formidade das brotagdes dele originadas, Para BALL (1987); CHALU

A (1987) e AHUJA (1987), no entanto, a constituigdo mor olégica

genética de pliantulas regeneradas a partlr de calo tem\51do i-

dentlcas as da planta mde, no caso de Seg301a semgervzrens, Be -
i

¥
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tula pendula e Populus sp, respectivamente., A regeneragao via me
rxstemas adventicios envolve a indugdo de meristemdides que se
da através do emprego de reguladores do crescimento, Os meriste-
mqldes induzidos transformam-se em primdérdios de gemas, gemas
péopriamente ditas, brotagdes e, finalmente, plintulas. Uma des-
céig&o mais detalhada desta transformagdo poderd ser vista em

ORPE (1988), que a demonstra em Pinus radiata, em VON ARNOLD &
HACKMAN (1988) e BORNMAN (1987), que a demonstram em Plcea abies

e em OKA et a111(1982),que a demonstram em Eucalxgtu g_obulus.

3
| Os meristemdides constituem-se em locais ativos e pPo
t%nciais de desenvolvimento, com tecido ainda nio diferenciado,a
p&rtir do qual, novas células e/ou estruturas adventicias sSo ca
pazes de resultar, BORNMAN (1987)., Os meristemdides para se de-

senvolverem em gemas adventicias devem ser tratados com citocini

nas. Varios trabalhos tem sido feitos em Picea abies neste sentl

|
!
)
[

« Citam-se as pesquisas de BORNMAN & JANSON (1980), VQGELMAN
et’alll(1984):BORNMAN & VOGELMAN (1984) e VON ARNOLD & ERIKSSON
(1985), as quais apontam que hi um sincronismo de diferenciagdo

em gemas quando os meristemdides sofrem este tratamento com cito

cininas, As gemas desenvolvem-se mais fortes, a variag3o ' entre
|

diferentes tratamentos é menor.

a ‘
! AITKEN~CHRISTIE et alii(1988) ,por sua vez, sustentam ‘
I
|

a hlpotese de que é possivel multiplicar meristemdides, por con-

t nuas culturas, desde que num meio provido de citocinina, Em co
}
y

tlT edones de Pinus radiata, apds a calogénese, os meristewoides

seTaram-se facilmente em pedagos menores apds 9 semanas em| meio
|

COT benziladenina. |
I
]
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A regeneragdo via gemas adventicias, porém, parece a
presentar um problema, qual seja, o desenvolvimento destas gemas
até formarem plantulas. Como foi dito, anteriormente, em muitas
coniferas tém-se usado este método, desde que o explante inicial

seja oriundo de tecido jovem. Quando se usa material adulto, co-

mo fonte de explantes, parece ser somente possivel regenerar
plantas em pouquissimas espécies como Sequoia sempervirens, de
acordo com BOULAY (1987) e como Pinus pinaster, de acordo com

HORGAN (1987).

A produgdoc de vigoroso desenvolvimento dos brotos
tem se mostrado, em alguns casos, altamente dependente do genéti
PO como mostra VON ARNOLD (1982) ao estudar os fatores que influ
enciam a formagdo, o desenvolvimento e o enraizamento de brota-

Goes adventicias oriundas de embrides de Picea abies. A citocini

na, como ja& foi dito, é essencial para a indugdo de gemas adven-
ticias, mas, para promover o desenvolvimento destas gemas, oOs ex
plantes tem que ser transferidos para um meio de cultura isento
de citocininas ou com baixas concentragdes destas se estiverem
presentes., VON ARNOLD & GRONROOS (1986) afirmam que é critico o

tempo para esta transferéncia e alertam para este fato,

O desenvolvimento de brotagdes adventicias, segundo
VON ARNOLD & ERIKSSON (1984), pode ser afetado pela concentragdo
de dgar no meio de cultura. Aumentando-se a concentragdo de 3dgar
a ocorréencia de brotagdes vitrificadas cai, mas, ao mesmo tempo,

reduz o desenvolvimento em Picea abies. Entretanto, para RAO &

OZIAS-AKINS (1985) a combinagio de dgar com gelrite apresentou

bons resultados em culturas de Santalanum album,
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A regeneragac a partir de embrides somdticos pode
ser usada com sucesso na micropropagagdo e, para VON ARNOLD
(1989), em alguns casos é até mais vantajosa ao compara-la com
Os outros dois métodos de regeneragao., As plantas oriundas de em
brides somdticos t&m um sistema radicular que, algumas vezes, &
superior ao sistema radicular adventicio. Grandes quantidades de
embrides somaticos podem ser armazenados em pequenos vclumes e,
posteriormente, encapsulados como sementes sintéticas. Um grande
problema, que vem limitando a difusio desta técnica em esséncias
florestais, é o pequeno nimero de embriBes somiticos que comple-
tam o seu desenvolvimento para formarem pléntulas e, quando o

conseguem, a maioria delas & pouco vigorosa.

2.3, Fontes de explantes e seu estabelecimento "in vitro"

Os primeiros tecidos de 4rvores cultivados "in vi-
tro" aconteceram antes da descoberta das citocininas, um impor -
tante grupo de fito-hormdniocs que promovem a proliferagdo de bro
tos. Estes tecidos eram conseguidos & nivel de cimbio interfasci
cular que, mais tarde, descobriu-se serem extremamente ricos em
citocininas enddgenas. Uma vez colocados em meio de cultura su-
plementado com auxinas, eram capazes de originar calos em abun -
'dancia e que, mais tarde, diferenciavam algumas poucas plantas.

Como exemplos podem ser citadas as espécies: Populus tremuloides

(WINTON, 1970), Corylus avellana (RADOJEVIC et alii,1975)e Malus



i )

sylvestris (ABBOTT & WHITELEY, 1976), embora esta Ultima tenha

se mostrado incapaz de regenerar plantas, Para a micropropagagao,
em geral, tecidos mais adequados devem ser utilizados como ex-
plantes. Assim, explantes oriundos de tecidos jovens e com maior
atividade metabdlica s3o mais adequados para estimular a forma -
Gdo de calos, conferindo a estes uma maior potencialidade morfo-
genética, isto é, uma maior facilidade para emitirem brotagdes
novas e radiculas, principalmente. Os tecidos meristemiticos s3io
9s mals indicados e se compdem de numerosas células n3io vacuoli-
zadas, de alta atividade metabdlica, com muito pouca diferencia-
Gd0 e praticamente isentas de poliploidia e aneuploidia, caracte
risticas constantes em tecidos diferenciados. Entretanto, ABBOTT
(1978) afirma que cutras partes da planta podem ser usadas como
boas fontes de explante. Citam-se os primérdios foliares, gemas,
segmentos caulinares como os nédulos, 3dpices caulinares, raizes,
bases de folhas, hipocdtilos e drg3os florais como estames, ante
ras, ovarios e dvulos, que podem ser escolhidos de acordo com a
sua afinidade ou capacidade de se comportarem bem "in vitro", is

to €, de acordo com o interesse de cada pesquisador.

E fundamental que se escolha um tecido sadio, de uma
planta também sadia, para fonte dos explantes. Uma superficie de
esterilizagdo deve ser requerida para todos os tipos de explante,
embora, os meristemas apicais apresentem uma maior garantia quan
to a esta superficie por estarem encapsulados e protegidos pelos
primérdios foliares. Est3o normalmente livres de patégenos conta
minantes como os fungos e as bactérias. Os meristemas podem ser

excisados por dissecacdo manual com o auxilio de bisturis e mi-
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!
!
¢rosc0plos estereoscdpicos em condigbes assépticas, facilmente

conseguldas numa camara de fluxo laminar, PIERIK (1987) e RUTLED

GE & DOUGLAS (1988), Arvores adultas, testadas geneticamente sdo
as mais atrativas para a propagagiio, nio obstante a dlflculdade

)
cam a qual muitos pesquisadores se deparam em estabelece; cultu-

as "in vitro" a partir de explantes de espécimes mais ‘velhos.

Ent3o, para se facilitar o estabelecimento de explantes provenl-

l

entes destes casos é recomendado que se selecione os tec#dos mais

Jovens da planta. Explantes vindos de ramos novos ou de ! . dpices
1

aullnares tém demonstrado ser mais faceis de se estabelecer do
que aqueles vindos de tecidos mais maduros ou mais proxlmos do

tronco BONGA (1980 e 1977), BURGER (1987) confirma este fato ao

érabalhar com Eucalyptus sideroxylon. Owrejuvenescimentoide mate

ial mais velho parece ser uma pritica muito vidvel e usEda no
?énero Eucalyptus conforme os apontamentos de CALDAS & KITAHARA

(1975): FRANCLET & BOULAY (1982) e GONGALVES (1982 e 1983). Uma
|

outra prdtica bastante interessante foi descrita por AHUJA(1987)
i que consiste em pulverizar as gemas ainda dormentes na planta

~

mae com citocininas antes destas mesmas gemas serem estabelecl-

das “in vitro", ‘
|

A época do ano em que é feita a coleta de %aterial
{

’

Aa arvore mde tem sido reconhecida por BONGA (1987) e por WOLTER

I SKOOG (1966) como um fator muitissimo importante para # suces-
\

© de seu estabelecimento "in vitro", Assim, as melhores esta -

Ses do ano para a coleta de material em &rvores doadoras s3o a

1r1mavera. na qual ocorre uma quebra natural de dorméncia das

emas, e o verdo, Entretanto, BONGA (1987) faz algumas consldera
]

| »
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|
g%es a respeito do risco de contaminagOes ser maior juséamente
ne?tas mesmas épocas,

i ‘

? A liberagdo de fendis "in vitro" é outro problema a
co?51derar quando do estabelecimento de material recém excisado,
Albumas espécies de esséncias florestais, especialmente as tropi
cals, contém altas concentragdes de substincias fenélicas} que

sa? oxidadas no momento da excis3o do material., Esta Ox1dﬂ9§ofaz

com que o material isolado torne-se com coloragdo escura, geral-
mente marrom ou preto, e com paralisagiio de seu crescxmentL.CREg
SWELL & NITSCH (1975) atestam este fato 20 oObservar que o fen&me
no |da rizogeneses, em cultura de Eucalyptus grandis, foi c&mple-
tanmente inibida a partir da exudagdo de fendis para o melo\ de
cultura, GEORGE & SHERRINGTON (1984) e THORPEL & PATEL (1984) a-

firmam que os tecidos que contém alta concentragdo de componen-

tes fendlicos s3o dificeis de serem cultivados devido a ag?o de

|
{

enzimas polifenases que oxidam as substanclas fendlicas 1n1b1ndo
O crescimento, Técnicas para a redug8o de formagdo de tais subs-
tancias durante o estabelecimento do explante podem ser vistas

em COMPTON & PREECE (1986).

2.4, Cultura de calos

D)

As auxinas est3o intimamente relacionadas com a|pro-

dugdo de calos, A presenga destes fito-hormdnios, em quantldades
relativamente elevadas no meio de cultura, faz com que os explag

i |
| \
1

L
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l

! ‘
te% formem calos que, por sua vez, podem ser multlpllcados duran
N t
te vdrias subculturas, A massa de celulas que compde os calos e
desorlentada, isto é, nd3o diferenciada embora suas celulas © se-

Jam. Grandes quantidades de auxinas, normalmente, inibem a morfo

1
{

génese, mas, a sua retirada do meio de cultura ou colocanqo - se

ciLocinina de tal modo que a raz8o auxina/citocinina no mﬁio as-
su%a um determinado equilibrio (SKOOG & MILLER, 1957) podé-se a-

ca%retar a formagdo de brotagdes. Os trabalhos de NISHI e alii
(1?68) € CAMPBELL & DURZAN (1975) levaram a resultados que forta
leceram esta teoria, embora os trabalhos de DE FOSSARD et alii
(1?74) tenham levado a resultados contrdrios, pois, cento e se-

] I3 3 L] Cd L] K3 . * 1
tenta e cinco diferentes combinagdes entre auxina/citocinina es-

tudadas ndo levaram a nenhuma resposta morfogenética em cauos de

Eucalyptus bancroftii. De maneira semelhante, JACQUIOT (1966) de

monstra uma estreita relag8o entre determinadas doses de auxlna

e meso-lnosltol na indugdo de brotag¢des em calos de Ulmus cam -

1
Egstrl . |

Algumas vezes, a partir do calos pode acontecer a

fonagao de embridides e em Citrus sinensis, KOCHBA et alu41974)
notaram este fendmeno quando meios de cultura eram empobrec;dos
de}sacarose. A formagdo de embridides é citada por NAGMANI & BO-
NA?A (1985) em calos subculturados de Larix decidua, trabalho on
de[se pode observar fotografias do processo de formagdo destas
estruturas e onde uma pequenissima quantidade de embrloldes foi
ca‘ 2 de se desenvolver em plantulas. BECWAR et a111(1987)jsuge-
ejaum método original para quantificar o nivel de embrloeé for-

!

maqos a partir de calos de Picea abies e, utilizando esta mesma

|
|
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espec1e, WANN et alii(1987) foram capazes de diferenciar bloqulml

camente calos embriogénicos e calos nd3o embrlogenlcos.

; A morfogénese em calos, entretanto, ndao necessaria =~
meﬁte pode levar a pléntulas vidveis. Embora brotos e raizgs pos
saq ser emitidos, WETMORE & RIER (1963) afirmam que uma c#nex&o
va Eular entre eles pode n8o acontecer. Estes mesmos autor?s de~
moatraram a extrema necessidade do estabelecimento de tébiaos
vasculares para gemas enxertadas em calos de Syringa lgarls 8o

t
breviverem e que estes tecidos nem sempre se dlferenc1avam.

O tipo de explante que originou os calos parec? de-
terminar a capacidade morfogenética do mesmo. Raizes, brotaq5es,
embridides e, algumas vezes, plantulas tém sido conseguldos em
calios oriundos de tecidos jovens de Plnus\galustrL (SOMMER et
alii, 1975): Picea glauca (CAMPBELL & DURZAN, 1975):; Thuija orlenta.

lls (KONAR & OBEROI, 1965); Ulmus americana (DURZAN & LOPUSHANS-

KI] 1975), llex aguifolium (HU & SUSSEX, 1971) e Betula Eendula |
=5
(SIMOLA, 1985).

Calos cultivados por longos periodos de tempo éu em

|
. . s e |
determinados meios nutritivos podem desenvolver células mutantes

que, por sua vez, podem originar plantas anormais. Na propagaqao
clqnal isto é desinteressante e em MEHRA & MEHRA (1974) e MEHRA
& ANAND (1979) pode~-se apreciar a ocorréncia de diferentes | esta-
dog de ploidia e aneuploidia nas células de Prunus amxgdalﬁg e

Cryptomeria japonica, respectivamente.
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'2.5. cultura de células em suspens3o

Os calos podem ser dissociados em meio de cultura 11

quldo sob agitagdo e originar uma suspens3o de células lsoladas
ou%em pequenos agregados. Estas células podem se dividir e desen
volver a semelhanga de células bacterianas, As taxas de mult1p11
cagao sdo bastante elevadas, sendo comum dobrar-se o numero de
ceiulas @ cada dia de cultura. Algumas destas células podém se
transformar em embridides o que torna esta técnica potenclalmen-
teipramlssora para a produgdo de um grande nimero de pl&ntulas,
num espago bastante reduzido, ABBOTT (1978). Um numero relatlva-

te grande de plantas herbiceas tem respondido a esta tecnlca
mas a ndo formag3oc de embrides parece ser bastante comum as espe
c1es florestais, Suspens®es celulares tém sido conseguldas de
Pseudotsuga menziesii (WINTON, 1972) mas a embriogénese nao foi
reportada. Alguns sucessos tém sido conseguidos por SITA et alii

(1979) utilizando suspensdes de Santalanum album; DURZAN & GUPTA

(1987) utilizando, também, Pseudotsuga menziesii: BOULAY et

(1988) com Picea abies e HACKMAN & VON ARNOLD (1983) ao utulizar
celulas de Pinus contorta em suspensio. Os resultados destes tra
halhos levaram invariavelmente & formacdo de embrides somatlcos,
pr?toplastos Ou poliembriogenia, DURZAN & LOPUSHANSKI (1975),

entanto, foram capazes de desenvolver células de Ulmus amerlcana

por cinco meses em suspensao, as qua:Ls, uma vez em meio sol:.flca

do|com dgar, regeneraram plantulas aparentemente normais, ‘
|
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12,6, Cultura de meristemas, dpices caulinares, etc

1
) i
) !
¢ i

|
‘ & o .
| Os meristemas té&m se constituido no tecido mais comu
! 1
me#te empregado para a propagagdo vegetativa "in vitro", fABBOTT

(l§78). Através dele é possivel a produg3o de plantas liVﬁes de
\

virus, Esta caracteristica dos meristemas originarem uma jescen-

j

al
(

dencia isenta de viroses foi bastante discutida por QUAK (11977).

Este tipo de tecido é usado para a propagagao massal de multas
1

herbdceas (MURASHIGE, 1974) e tem sido empregado na produéao co~

mchlal de Anthurium (PIERIK et alii, 1974), Gerbera (MURASHIGE,

1954), morangueiro (BOXUS, 1974) e outras espécies.

1 |
1
) ~ « ‘

Os meristemas sdo comumente tratados com c1toqininas.
pa:a a produgdo de pequenos brotos, embora, dependendo do genot1

poh sejam capazes de origind-los espontaneamente, Utlllzando ci-
i

toplnlnas para o tratamento de meristemas, ABBOTT - & WHITELEY

I

(1976) conseguiram boa proliferagio de brotos em macieira{ Resul
tados interessantes foram conseguidos, também, por BOXUS ;(1974)
ém| morangueiros ao proceder esta técnica. A combinagdo de citoci
ninas com outros grupos de reguladores do crescimento, também, é
citada na literatura como benéfica ao estabelecimento e éjcﬁltu-

ralde meristemas. Neste sentido, PASQUAL & ANDO (1989) emprega -

ram varias concentragdes combinadas de benzilaminopurina é acido

naftalenocacético, ao cultivarem gemas axilares excisadas de Ci=-

|

trus sinensis "in vitro". De maneira andloga HEILE-SUDHOLTe¢a111

(1986) usaram, ao cultivarem apices caulinares de Juglans nigra,
|

benziladenina e dcido indolbutirico, J& para a cultura de Prunus

1
|
|
i
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spi através também de dpices caulinares, BASSI (1984) utlllzou

ben211am1nopur1na conjugada com a01do indolbutirico e ac1do gibe

rellco.

| Muitas esséncias florestais tém sido micropropagadas
!

poﬁ cultura de meristemas., Dentre elas c1tam—se as trop}cais:

[ '

Bauhlnla blakeana, cCassia fistula, E ugenia .grandis, Pteroéargus

indicus, Swietenia macrophylla e Cinnamonum iners em LEE & RAO

(1980), através do emprego de cinetina e benziladenina suplemen-
tadas ao meio de cultura, MHATRE et a111(1985)1ncorporando, ndo

sé

cinetina e benziladenina como, também, zeatina ao meio ?e cul

tura, conseguiram regenerar plantas de Morus indica v1a merlste-

mas axilares, Por sua vez, e com a suplementagdo de ben21l§m1no-
purina ao meio de cultivo, PAILY & D'sOuzA (1986) obtxveraﬁ um.

grqnde nimero de brotagdes em Lagrstroemia flos-reginae. Varlos
trabalhos foram feitos com Eucalyptus, como os de DE FOSSARD et
a111(1974)'DICELLO & DUHOX (1984): DURAND-CRSSWELL & &ITSCH
(1977) € GONCALVES (1983), em termos de estabelecimento e cultu-
ra de brotos, As taxas de multiplicagdo conseguidas varlarTm de
acdrdo com o meio de cultura empregado, com a espécie utllizada,
coq o0 estado fisioldgico do explante e com as condigdes amblen -
tais de cultivo. Diferentes meios de cultura, tais como os melos'
de MURASHIGE & SKOOG (1962); DE FOSSARD (1976) e "wood plant me-
dium", proposto por SMITH & McCOWN (1983), e suas modifi?aqSes
foram utilizados na cultura de brotos de Eucalyptus. Na mgioria
das vezes, a indugdo da multiplicagdo de brotacdes & feita em

meip solidificado com dgar, embora GUPTA et alii(1980) comprovam

que| determinadas espécies requerem meio liquido para estim?lar a
! ‘
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prﬁliferagéo.

As brotagbes oriundas desta técnica podem ser removi
daé do explante original e inoculadas num novo meioc de cultura '
paéa continuar sua proliferagdo, ou, num meio contendo auxinas,
ge;almente acido indolbutirico, para enraizar e formar uma plan-
ta1completa. Um grande numero de plantas podem ser produz;das a
partlr de um unico meristema, por ano. ABBOTT (1978) fornebe uma
ldgla deste nimero ao calcular, com uma taxa de multiplicagdo de

10 vezes/més, por exemplo, o numero de 1012 novas plantas no fi-

na% de 1 ano de cultivo "in vitro",

1
|
{
1

i2.7. Cultura de embrides

Os embrides possuem um excepcional potencial morfoge
netlco. Algumas plantas sdé s3o conseguidas a partir da cultura.
de lembrides, visto que, em certos casos, a germinag¢do da semente
é inibida por tecidos maternais. Neste caso, o0s embrides gdevem
seq excisados e cultivados adequadamente para a regeneragio da

i
i
|

planta,

O estddio de desenvolvimento dos embrides, porjoca -
sifo de sua excisfo, deve ser levado em conta, Para muitasiespé-
ciés, estes estadios ainda n3o s3o bem conhecidos como ocorre em
Eucalyptus, embora MURALIDHARAN & MASCARENHAS (1987) tlveram su-

cesFo a0 regenerar plantas através da cultura de embrido zigotl-

co de E. citriodora, assim como KOUIDER et a111(1984),cult1van-
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do embrides 1maturos de Populus deltoides,

Outras espécies de florestais té&m tido seus embrides
comc explantes iniciais para a propagag¢ao "in vitro". KROGSTRUP

11986) usou embrides de sementes maduras de Picea abies, conse =

guindo calos embriogénicos. Plantulas foram regeneradas atraves

de tecidos pertencentes ao eixo embridnico de Castanea sativa,

quando SAN JOSE & VIEITZ (1984) os cultivaram em meio rico de
benzilaminopurina. Um trabalho muito parecido foi feito por
STRULLL et alii(1986)com esta mesma espécie e HEILE-SUDHOLT et
al (1986) empregaram, igualmente, eixo embridnico para o estabe-

lecimento de Juglans nigra em cultivo “iInd itro",

Alguns autores sustentam a hipdtese, como VON ARNOLD
& ERIKSSON (1978), que apds a indugdo do desenvolvimento dos em-
brides feita em meio contendo citocinina, estes devem ser removi

dos para um novo meio de cultura desprovido de horménios, Em

Picea abies, estes autores mostraram a formagdo de gemas adventi
clas anatomicamente diferentes provenientes de embrides cultura-

dos por longo tempo em meio acrescido de 6(p,p~-dimetilalilamino)

purina, uma citocinina.

2,8. Meios de cultura

Muitos tecidos vegetais podem ser cultivados em
meios de cultura definidos, nos quais, um complexo de substin -

cias esta envolvido no crescimento e no desenvolvimento deste te
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cido. Este complexo consiste de agua; compostos organlcos como
vitamlnas e aminodcidos exigidos em pequenas quantidades, agucar,
reguladores do crescimento (auxinas, c1toc1n1nas, glberellnas a
cido abscisico e etileno), misturas indefinidas de substéncias ,

t%ls como, extrato de levedura, agua de coco, extratos de plan-

{

t%s, caseina hidrolisada, peptonas e etc,; sais inorgénicos re-
pfesentados por macro e microelementos, Através do Quadro l, po-

dé-se apreciar de maneira global os requerimentos nutricionais,
|
!
hormonais e fisicos do meio, em cultura de tecidos e 46rgdos vege
]
]
!,
t?ls.

O agar ou outro agente geleificante pode ser Fdicio-
]

. . s 9o . 1
n?do 40 meio de cultivo para solidificd-~lo, visto Qque cerfos ex-

plantes s6 se desenvolvem em meio sélido, Algumas plantas ou te-

cldos ndo necessitam deste requerimento e podem ser culrivados

|

eﬁ meio liquido, com ou sem o emprego de pontes de papel de fil-
l

tno, usadas com a finalidade de evitar que o explante flque sub-

merso e asfixiado no meio., A concentragdo usual de dgar e 0,6 a
0,8%, mas dependendo do pH, esta concentragdo pode variar.Assim,
Para PIERIK (1987) se uma baixa concentragdo de dgar for escolhi
d% (por exemplo 0,4%) deve-se regular o pH do meio para  niveis
méis baixos., Altas concentragdes de dgar tornam o meio.muito so-
l;dificado O que podera trazer prejuizos no processo de inocula-

g#o do explante e poder3, eventualmente, comprometer o desenvol-

|
vimento deste.

Estudos foram realizados por MURASHIGE (1974 e 1977)
sobre a influéncia da densidade do meio sobre a cultura "#n Vie

txo", Experimentos té&m mostrado diferentes efeitos da pfesenga
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bUADRO 1 - Requerimentos nutricionais e hormonais em cultura de
1

{

1990,

|

tecidos, drgdos e células vegetais, ESAL, Lavras/MG,

Substancias orginicas:

- aglcar

- aminodcidos

- vitaminas

%- reguladores de cres-

cimento: auxinas
citocininas

giberelinas

etileno

ac.abscisico

Kgua
Macro Micro
elementos

. Fe

’ 2

K B l

Ca Mn

" o

s co | pm
Ni
.
Mo
I

Complexos orgénicos: -

extrato de leveduras

agua de
extrato
caseina

peptona

coco
de plantas
hidrolisada

e triptona

. .
> T
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ou auséncia de dgar ao meio, em termos de organogénese, Neste
sentido, podem ser citados os trabalhos de WHITE (1939): SKOOG
(1944); AMMIRATO & STEWARD (1971):; STEWARD & MAPES (1971), STE -

WARD (1958); TEIXEIRA (1981) e BORNMAN & VOGELMANN (1984),.

No casoc de regeneragdo de raizes, MURASHIGE (1972)
reporta que para brotagdo de Asparagus deve-se optar p=lo meio
s6lido em detrimento do meio liquido, menos interessante. DE FOS

SARD et alii(1974)conseguiram bons resultados em Eucalyptus ao

propagarem brotagdes em cultura de segmentos nodais, usando meio
provido de dgar. De modo contrdrio, LANE (1979), trabalhando com

Spirea bumalda e Prunus cistena, enraizou melhor as brotagdes em

meio liquido., Um estudo interessante foi feito por PILLAI & HIL-

DEBRANDT (1969), com cultura de calos de Pelargonium,onde obser-

varam a rizogénese e total auséncia de raizes capilares em meio
solidificado. Quando usaram meioc liquido, as raizes regeneradas
eram perfeitamente normais apresentando grande capilaridade, Pa-
ra PIERIK (1987) é dificil escolher qual o melhor meio a utili-
zar visto que esta escolha deve levar em consideragdo alguns fa-
tores importantes como: a) o gendtipo e a idade do material; D)
© tipo de érgdo ou tecido empregado e c) requerimentos nutricio-
nais e hormonais do explante, determinados empiricamente para ca
da tecido e para cada estddio de desenvolvimento fisicldgico des

te.

Grande atengdo deve ser dada a agua, em termos de
qualidade, ndo obstante ela corresponder a 95% da constituigdod
meio de cultivo. Alguns métodos, para garantir a melhor qualida-

de da agua, foram apontados por PIERIK (1987) e consistem da pu-
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rificagdo através de filtragSo, destilaclo e de-ionizagio.
‘ I

Os sais inorgdnicos, usualmente, macro e micro;lemgg
tos s3o adicionados ao meio em quantidades variadas e que defi -
neﬁ POr conseguinte, o meio em si, Vdrios s3o os meios de cultu-
rauempregados, dos qQuais podem ser citados 08 mais usuais gm es-
peﬁles.florestals' MURASHIGE & SKOOG (1962); SCHENK & HILDE-
BRANDT (1972): DE FOSSARD (1976) e "woody plant medium" deLSMITH
& McCOWN (1983). Estes meios sio efetivos quando suplemeritados
cam agucares, geralmente sacarose a 2 ou 3%, segundo SNIR & EREZ
(1981), SRISKANDARAJAH & MULLINS (1981); WERNER & BOE (’980) TRA
VE S et alii(1985)e MURASHIGE & SKOOG (1962), muito embora PIE -

RIK (1987) aponte outros agucares como fonte de energia e de car

bo o, principalmente,

Experimentos "in vitro" té&m mostrado que ndo 36 a
concentragao como, também, os tipos de sais empregados sdo signi
flcatlvos para a proliferagdo de brotos e para o enralzamento. (o)
me;o de MURASHIGE & SKOOG (1962) & o mais completo e, por iisso,
o %als utilizado para a organogénese "in vitro", A concentragao
dos seus sais pode ser reduzida para 1/2, 1/3 ou 1/5 de acordo

| |
com a susceptibilidade a salinidade do gendtipo considerado ou

com a necessidade de regenerar ou enraizar brotagGes. LANE (1978
e %979) afirma que tais concentragdes sdo mais 1nteressantes pa-
ralo enraizamento, de um modo geral. Entretanto, algumas vézesos
nutrlentes salinos sdo necessitados em concentragdes mais eleva-
das para que ocorra rizogénese., PIERIK & STEEGMANS (1975) Tostra
ram que os macroelementos ndo exercem 1nfluenc1a sobre o eqralgg

mento de micro-estacas de Rhododendron.,
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Os hormdnios sfio substéncias, por definig3o, natural
mente sintetizadas pelas plantas em quantidades muito peduenas.

| . . \ % .
Em| cultura de tecidos "in vitro" seu uso é extremamente necessd-

L Ve . . » »
rio, salvo em casos qQue o prdoprio explante é capaz de sintetizd-
I ‘

lol para seu desenvolvimento, Os principais hormdnios empﬁegados
s8p as citocininas e as auxinas. PIERIK (1987) destaca quatro ti

principais de cultura, de acordo com a sua necessidade hormo

:
TmTTTToOTTTW!

a) culturas que ndo requerem nem citocininas nem au-

b) culturas que requerem apenas citocininas;

c) culturas que requerem apenas auxinas e

Y

d) culturas que requerem niio sé citocininas caomo, tam

bém, auxinas e em doses balanceadas.
!

i
i !
i |

As auxinas mais comumente usadas s3o: &cido iddolaqé
1

tico (AIA), geralmente nas concentragdes variando de 0,0lga 10
mg/l: dcido indolbutirico (AIB), &cido naftalenoacético (AﬁA)dgg
tr? da faixa correspondente a 0,001 a 10 mg/l e o dcido dﬁcloro-
fe%oxiacético (2,4-D) que deve ser empregado com certa pq&cimé-

" - , ' d ~ » [ * () [
nia pois é responsdvel por mutagles genéticas e inibig¢3oc da fo -~

l

tossintese em muitos casos. A elongagdo celular, o entumesbimen-
to| dos tecidos, a formag3o de calos e a formagdo de raizesiadvqg
ticias s8o os principais efeitos causados pelas auxinas. Com re-
feréncia & agdo sobre o enraizamento, o tratamento de brotos ex-

cipados num meio de cultura contendo altas concentragles dﬁ‘éci-

. & . I oy . . al
do| indulbutirico ou acido naftalenoacetlcp deve ser seguido, pa-
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ra}um melhor desenvolvimento das raizes, segundo BORNMAN (1983),
daétransferéncia destes brotos para um meio isento de horﬁénios.
a Eombinaqéo de auxinas com outros compostos é citada na litera-
tu}a como benéfica ao enraizamento de muitas espécies florestala
Neste contexto estl3oc os resultados conseguidos por BORNMAN &
JANSSON (1980) em Pinus sylvestris ao enriquecer o meio com cou~-
mﬁrlna' DEMENY et alii(1988)em Betula pendula ao adlclonar fusi-
CQXlna ao meio, CALDAS & KITAHARA (1975) em calos de euﬁallpto

cultivados na presenga de dgua de coco.

As citocininas, por sua vez, s8o incorporadas ao
i

meio de cultura em quantidades que variam de 0,1 a 30 mg/% e sdo

i

responsaveis pela indugdo, crescimento e desenvolvimento de bro-

tagSes, SACHS & THIMANN (1964). As culturas que mais emprégam ci

s - . i
tOFlnlnaS Sao as de calos e de meristema, geralmente na fqrma de
{

ci%etina, zeatina e benzilaminopurina. HUSSEY (1977) atesta que

asicitocininas sdo responsdveis, também, pela prevengao dﬂ dor -
méhcia que muitas culturas tendem a apresentar apds vério% ci-
clos de cultivo "in vitro". A ag8o de citocininas pode ﬁelhor
ser apreciada nos trabalhos de SAN JOSE & VIEIRA (1984) eiSTRUL-
LU‘et alii(1986)que utilizaram Castanea sativa; HEILE-SUD&OLT et
alh1(1986)com Juglans nigra; HAKMAN & VON ARNOLD (1983) que em-
prggaram Pinus contorta: BASSI (1984) em Prunus sp: PASQUAL & AN
DO‘(1989) com Citrus 51nen318° SMITH & McCOWN (1983) utlllzando
Betula € Rododendron: PAILY & D'SOUZA (1986) com Lagerstroemia
giﬁs-reglnae7 LIU et alii(1983)em Malus domestica; BERGMAN et

alii (1985) com Salix, etc.

Outro fator importante a considerar, na confegio do
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meio de cultura, é o pH. E um fator extensivamente estudado devi
do seus efeitos na produgdao de brotos e enraizamentos dos mesmos.
A pratica usual, descrita por MURASHIGE (1974) é fazer com que o

PH assuma valores entre 5,0 e 6,0 antes da adigdo do agar.

BONNER (1934), ao estudar o comportamento "in vitro"
de Avena, percebeu que a acidificag¢d3o do meio mostrava efeitos
muito similares aos das auxinas quanto a indugdo da formacio de
raizes e generalizou-se que espécies calcifilas tem sua capacida
de de enraizamento aumentada quando em presenga de meio acidifi-
cado, KHOSH-KHUI & TAFAZOLI (1979). Trabalhos importantes foram
feitos por PIERIK & STEEGMANS (1975) reportando a influ&ncia do

PH sobre Rhododendron e outras espécies estabelecidas "in vitro!

e por AUDUS (1948); WHITE (1932), TORREY (1954) e BURSTROM(1953),
exclusivamente, quanto a importancia do PH sobre o desenvolvimen

to do sistema radicular e sua elongagao.

Os meios de cultura devem ser esterilizados por auto
clavagem a 121°C durante 5 a 15 minutos sob pressdo de 1,5 atm
ou filtrados através de membranas especiais, com poros de 0-22 a
0-45 um de didmetro, capazes de reter os organismos contaminan -

tes.

2.9. CondigGes para o desenvolvimento da cultura

Em testes experimentais as culturas podem ser desen-
volvidas em tubos de ensaio ou pequenos frascos. Segundo ABBOTT

(1978), todas as culturas, de um modo geral, necessitam de luz.A
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-~ ’
produgdo de calos ou de células em suspensao, para certas espe-

cies culturadas "in vitro", sé podem ser conseguidas no escuro,

Pouco se sabe sobre o requerimento de luz, mas as cultugas deem

ser desenvolvidas suficientemente bem sob luz branca fria produ-~-

zida por limpadas fluorescentes ou tipo GRO-LUX, Tais lampadas

|

fornecem a intensidade luminosa de 2,000 a 3.000 lux. Qdanto ao

P

Fomprimento do dia ou fotoperiodo mais usado estd por VTlta de

18 h de luz, ABBOTT (1978). Um comprimento de dia menor, ou se -
Ja, 16 h de luz foi usado com sucesso Por RUTLEDGE & DOUGLAS
11988) quande micropropagaram varios clones comerciais de Populus.
? in vitro". VON ARNOLD & ERIKSSON (1985) usaram também este foto
Lerlodo ao estudarem os estddios iniciais da formagdo de gemas
?dventlclas em embrides culturados de Picea 2bies. Diferentes
omprimentos de dia foram testados por VON ARNOLD(1982) em Picea
ables, correspondendo a 16, 20 e 24 h de luz sendo altam@nte be-
neflcas 20 e 24 h de luz para a formagdo de gemas adventlclas a
20 C. A temperatura do local onde as culturas sdo desenvolv1das

L

r outro fator de importincia. Alguns tecidos ou genotlpos neces-
sitam de temperaturas extremas como 15°c ou 3o°c, mas, a grande
maioria dos cultivos "in vitro" s3o feitos satisfatoriaménte nu-

ma faixa de temperatura variando de 20° a 25%%,




3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratd-
rio de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Esco

la Superior de Agricultura de Lavras - ESAL, Lavras-MG.

Foram feitos 7 testes experimentais neste trabalho,
sendo 4 de micropropagagdo e 3 de enraizamento de brotagdes mi-

cropropagadas.

Os explantes utilizados nos diferentes experimentos
de micropropagagdo constituiram-se de segmentos nodais e/ou api-
cais obtidos de plantulas provenientes da germinagdoc de sementes
"in vitro". A Figura 6 mostra uma plantula "in vitro" de K. co-
riacea, oriunda de semente, doadora de explantes. As sementes fo
ram coletadas no municipio de Campo do Meio-MG, em abril/86 e ar
mazenadas em camara frigorifica a 10°C e 50% ge UR, até sua ino-

culagdo em junho/87.

Apds a retirada das sementes da cimara frigorifica

estas passaram pelas seguintes etapas:

a) lavagem em agua corrente por 15 minutos:
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IGURA 6 -

Plantula de Kielmevera coriacea Martius prov%nienteda
germinagdo de sementes "in vitro", aos 60 dias. ESAL,

Lavras/MG, 1990.
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|

! » ~ ~ i

! b) pré-germinagdo no escuro em solucgdo aquosa com 20 -
! i

qg de adcido giberélico/100 ml durante 12 hs:
} c) retirada da casca;

d) nova lavagem em dgua corrente por 15 minutos:

e) esterilizaglo, em cimara de fluxo laminar; com al

[o]

. . .
ool 70% (30 segundos de imers3o) e soluglo 0,2% de hipoclorito

[o N

le sédio com 2 gotas de Tween-20 por 100 ml de agua déstilada

(20 minutos de imers3o):
y !

f) lavagem com égua destilada e autoclavada, abundan

T

emente, por 5 vezes e

g) inoculagdo em meio de cultura apropriado, que po-

Q.

€ ser apreciado no Quadro 2. O meio utilizado foi o de ﬁURASHI-

G)

E & SKOOG (1962) onde se empregou apenas o8 sais e cujas concen

ct

ragdes foram reduzidas 3 metade, Este meio foi suplementado com

V128

gar, acido giberélico (5 mg/l) e agucar. %
|

Os experimentos de enraizamento empregaram brotag¢Ses

|

produzidas por segmentos nodais culturados em meio basico de MU-

RASHIGE & SKOOG (1962), exposto no Quadro 2, suplementado com

Q__

5 mg/1l de benzilaminopurina,

Todos os testes experimentais utilizaram tubds de en

saio 2,5 x 15cm contendo 10 ml de meio de cultura e vedados com

et

ampa plidstica. O meio de cultura foi varidvel para cada teste.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento

spb condigbes ambientais controladas, tals como, fotoperiodo de

[

% h luz/8 h de escuro e temperatura de 27 c + 1° (exceto_para a
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QUADRO 2 - Composigdo bdsica do meio de cultura de MURASHIGE &
SKOOG (1962) utilizado nos testes experimentais de mi
cropropagagdao e de enraizamento de brotagdes "in vi-

tro" de K. coriacea. ESAL, Lavras-MG, 1990,

Compostos (fdrmula Concentragdo final do

molecular) meio de cultura (mg/l1)

NH4NO3 1650,000

K NO3 1900,000
H,BO, 6,200
KHZPO4 170,000

KI 0,830

Na MO, .2H,0 0,250
CoCl, . 6H,0 0,025
CaCl2 250,841
MgS$0, . 7H,0 370,000
Mn$O0,, . 4H,0 22,300
Zn$0,. 7H,O 8,600
Cus0,, . 5H,0 0,025
NaZEDTA 37,250
FeS0, . 7H,0 27,850

Mio inositol 100,000
Tiamina HC1 0,500
Piridoxina HC1 0,500
Acido nicotinico 0,500
Glicina 2,000
Sacarose 30,000 g/1
Agar 10 g/l
PH 5,7
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quela em que as varidveis testadas foram fotoperiodo e temperatu
ra) e intensidade luminosa de 3,000 lux fornecida por lampadas

frias do tipo GRO-LUX.

O material empregado nos experimentos como vidrarias,
pingas e bisturis foram cuidadosamente lavados com sabdo liquido
neutro comercial e esterilizados, posteriormente, em estufa tipo
hospitalar. Ja os meios de cultura foram autoclavados, logo apds

O seu preparo, a 120% e 1,3 kg/cm2 durante 15 a 20 minutos.

Todos os dados coletados foram submetidos & andlise
de varidncia, utilizando-se os niveis de significdncia de 1 a 5%
para o teste F, As médias foram comparadas aplicando-se o teste
de Tukey ao nivel de 5%. Para efeitos de andlise estatistica, os
dados foram transformados para arc. sen V x + 0,5. As caracte -
risticas avaliadas nos testes experimentais de micropropagacio
foram: a) numero total médio de brotagdes produzidas e b) porcen
tagem média de brotagdes com mais de 1 cm, J& para os testes ex-
perimentais de enraizamento, as caracteristicas avaliadas foram:
a) numero médio de raizes primdrias:; b) tamanho médio de raizes
primdrias (cm) e c) nimero médio de raizes secundarias, O deline
amento estatistico adotado em todos os testes experimentais foi
© inteiramente casualizado com 3 repetigdes por tratamento, sen-
do 3 tubos de ensaio por repeticdo. Todos os experimentos foram

avaliados aos 45 dias de cultura.
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3.1, Testes experimentais para micropropagagdo

3.1.1. Uso de diversas concentragdes combinadas de benzi

laminopurina e dcido naftalenoacético

Segmentos nodais de plantulas doadoras foram utiliza
dos neste experimento como explantes. O meio de cultura utiliza-
do foi o "MS" (Quadro 2) sem nenhuma modificac3o de componentes,
Foram suplementadas diversas concentragdes de benzilaminopurina
(0,0-0,1-1,0 e 5,0 mg/1) e dcido naftalenocacético (0,0-0,1 e
1,0 mg/1l) ao meio, num esquema fatorial 4 x 3, totalizando 12

tratamentos e 36 parcelas compostés.

3.1.2. Uso de diferentes explantes e concentracgoes de

benzilaminopurina

Segmentos nodais e apicais, usados como explantes, fo
ram cultivados em diferentes concentracgdes de benzilaminopurina
(0,0-0,5-1,0-2,0-4,0 e 8,0 mg/l) adicionadas ao meio "MS" ge cul
tura (Quadro 2). O esquema fatorial deste teste foi 2 x 6, tota-

lizando 12 tratamentos e 36 parcelas compostas.
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3.1.3. Efeitos do fotoperiodo e da temperatura

Os explantes constituiram-se de segmentos nodais ino
culados em meio "MS" de cultura citado no Quadro 2, acrescido de
0,5 mg/l de benzilaminopurina. Foram testados 3 fotoperiodos di-
ferentes, quais sejam, 16:8-12:12 e 8:16 (h luz:h escuro) e 4
temperaturas, ou sejam, 21°-24°-27° ¢ 30°C, num esquema fatorial

3 x 4. Os tratamentos foram 12 e as parcelas compostas, 36,

3.1.4. Uso de diferentes concentragdes dos sais e de sa-

carose no meio

Segmentos nodais das pléntulas doadoras foram desen-
volvidos no meioc "MS" de cultura citado no Quadro 2, cujas con -
centragdes dos sais inorginicos foram modificadas para l:1-1:2 e
1:3, assim como a concentragdo de sacarose, isto é, 15-30-45-60
e 75 g/1. Os demais componentes do meio permaneceram constantes.
O meio de cultura foi, ainda, enriquecido de 0,5 mg/1l de benzila
minopurina., Foram 15 tratamentos e 45 parcelas compostas num es-

quema fatorial 3 x 5.
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3.2. Testes experimentais para enraizamento de brotagdes "in

vitro"

3.2.1. Uso de brotagdes de diferentes tamanhos em concen

tragSes variadas de dcido indolbutirico

Brotagdes micropropagadas de dois tamanhos diferen -
tes, isto é, 2,0 e 4,0 cm foram colocadas para enraizar em meio
"MS" (Quadro 2) sem modificagdes e suplementado com 0,0-1,0-2,0
e 4,0 mg/l de dcido indolbutirico. O esquema fatorial adotado

foi 2 x 4 totalizando 8 tratamentos e 24 parcelas compostas,

3.2.2, Uso de diversas concentracgdes dos sais e de agar

no meio

As concentragdes dos sais utilizadas neste teste fo-
ram 1l:1-1:3 e 1:6 daquelas do meio "MS" presentes no Quadro 2,
Os demais componentes do meio de cultura nio tiveram suas concen
tragdes modificadas exceto o agar cujos niveis usados foram 0,0-
3,0-6,0 e 9,0 g/1. Para o nivel 0,0 g/1, isto é, na auséncia de
dgar, foi necessdrio usar um pequeno chumago de algod3o no fundo
dos tubos de ensaio a fim de se evitar que as brotagdes ficassem
submersas no meio liquido. Adicionou-se 4,0 mg/l de dcido indol-

butirico aoc meio, Foram 12 tratamentos e 36 parcelas compostas
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num esquema fatorial 3 x 4,

3.2.3, Efeitos do pH e diversos niveis de dgar no meio

O pH do meio "MS" de cultura, presente no Quadro 2,
fol ajustado para 5,1-5,4-5,7-6,0 e 6,3 e os niveis de agar fo -
ram modificados para 0,0-3,0-6,0 e 9,0 g/l, O meio foi suplemen-
tado com 4,0 mg/l de dcido indolbutirico. Os demais componentes
do meio de cultura permaneceram constantes, O esquema fatorial

fol do tipo 5 x 4 com 20 tratamentos diferentes e um total de 60

parcelas compostas.



4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1. Proliferagdo de brotacdes

4.1.1. Uso de diversas concentragdes combinadas de benzi

laminopurina e dcido naftalenoacético

Os reguladores de crescimento benzilaminopurina(BAP)
e dcido naftalenocacético (NAA) parecem interagir no que diz res-

peito ndo sé a produgdo total de brotagdes em Kielmevera coria -

cea, bem como, a produgdo de brotagdes com mais de 1,0 cm. Esta
interagdo entre os dois reguladores de crescimento fazem com que
K. coriacea seja considerada como uma daquelas inumeras plantas
que, para uma maior proliferacdo de brotagdes, PIERIK (1987) tra
ta como dependentes n3o sé de citocininas como, também, de auxi-

nas.

Além de PIERIK (1987), outros pesquisadores reforgam
a hipétese de que a proliferagdo de brotos "in vitro" pode ser
maximizada, como aconteceu com K. coriacea, com o emprego conjun

to de dois ou mais grupos de reguladores do crescimento. A no-
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gueira Juglans nigra somente prolifera bem em presenga de BAP e
de&écido indolbutirico (IBA), uma outra auxina empregada em va-
riés trabalhos (HEILE-SUDHOLT et alii,1986),Para Citrus sinensis,
a %aximizagao da produgdao de brota¢gdes também ocorreu quando BAP
e ﬁAA apareciam combinados no meio dé cultivo (PASQUAL & /ANDO,
19%9). E interessante ressaltar que os niveis em que estes hor-
moqlos devem aparecer para proporcionar a maior quantidade de
brétos emitidos, variam de acordo com o gendtipo da planta consi
derada e que devem ser determinados, para cada caso, experimen -
talmente. Isto torna dificil estabelecer comparagéeé mais estrei
tas entre os niveis de hormdnios que levaram aos resultados obti
dos com K. coriacea, com aqueles ja determinados para.as demais
espécies citadas em literatura. De um modo geral, as concehtra -

¢Oes das citocininas s3o sempre superiores as das auxinas, o que

acaba por.proporcionar uma maior taxa de multiplicagdo. Quando o

contrarlo se verifica, isto é, quando as concentragbes das cito~
c1n1nas sdo inferiores as das auxinas, é comum o surglmento de
ralges. Em K. coriacea a associagSo de 0,1 mg BAP/l e 1,0 mgNhA/
1, acondicionados ao meio de cultura, proporcionou a formagao de

raizes em 76% das repetigdes correspondentes ac referido trata -

mento (Figura 7).

A associagdo entre grupos de reguladores de crésci -

mento, usados em niveis balanceados, j& havia sido descrlto por
O%G & MILLER (1957) muito antes dos autores anteriormente cita
Para K. coriacea, a exemplo do que aconteceu com o apareci-
menﬁo de raizes, a combinagdo de 5,0 mg BAP/1 e 0,1 mg NAAﬂl, de

um modo geral, foi capaz de proporcionar a maior emissdo de bro-

T
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tégaes, isto é, 6,3 brotag¢des novas por explante inicial, em mé-
dia (Quadro 3). Uma boa proliferagdo de brotos pode ser consegui
dd, ainda, com o emprego conjunto de 1,0 mg BAP/1 e 1,0 mg NAA/1
q&al seja, 5,7 novas brota¢des em média, Algumas observagées o -
pqrtunas devem ser feitas quanto & qualidade destas novas‘brota-
gﬁ%s assim originadas. Consultando-se a Figura 7, percebe~se que
em%ora numerosas, estas brotag¢des s8o atrofiadas e pouco ﬁesen -

voividas. Suas folhas s3c aciculadas, pequenas e disformeé, seus
1

1nternodlos extremamente curtos e raramente tais brotos chegam a
tlrglr 1,0 cm de altura. Ao que tudo indica, estas observagoes
cornc1dem com aquelas feitas por VON ARNOLD (1989) quandoi este
sailentou o fato de que, em determinadas situagdes, as ciépcini-
nas deixam de ser benéficas e passam a ser maléficas ao deéenvq;
vipento de materiais culturados "in vitro", A espécie K.coriacea
pafece mostrar-se sensivel & determinadas concentragdes de‘ BAP,
Assxm, 5,0 mg BAP/1, apesar de terem sido interessantes bara a
produgao de novas brotagdes, foram deletéricos para a qualldade
destas mesmas brotagdes., 1

\
A auséncia total de BAP, como aparece no Quadrg 3,no
meio de cultura fez com que os explantes inoculados n3o produzis
sem brotos em abundincia. Na grande maioria das parcelas em que
BAP ndo aparecia, apenas uma nova brotagdo era orifinada, éruto,

talvez, de pequenas quantidades de citocininas endégenas dd mate

rlal inoculado. Aqui estd um fato que vem reforgar ainda mals a
1
ideia de que as citocininas s3o essenciais ao processo de roli-
feragdo de brotos e coincidem com os virios resultados encontra-

dos. na literatura., Dentre as espécies florestais que poderiam




H@m 7= §ggmente§ nedais de @iantui% de E_Ag@@ goriaces
- Martius ineculades em meis "MS" suplementade cem BAB
® RAA R mg/i, aes 4§ dias, EéAﬁ, Lavras/Mg, 19860,
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FIGURA 7

e e e e
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QUADRO 3 - Nimero total médio de brotagdes produzidas através da

cultura "in vitro" de segmentos nodais de Oplﬁntulas
de Kielmeyera coriacea Martius, em meio "Ms" suplemen

tado com BAP e NAA, ESAL, Lavras-MG, 1990.

BAP NAA (mg/1) |
(mg/1) 0,0 0,1 » 1,0
0,0 1,0 ab 1,0 ad 1,0 Ac
0,1 4,5 Aa 3,0 Bc 2,3 Bb
1,0 4,3 Ba 4,7 ABb 5,7 Aa
5,0 3,7 Ba 6,3 Aa | 2,i cb

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para niveis

ser

tro

de NAA e mindscula, para niveis de BAP) ndo diferem esta -
tisticamente entre si pelo teste Tukey 5%,

citadas, a titulo comparativo, cujo desenvolvimento "in vi-
|

' foi altamente danificado pela auséncia de'citocininasl no

|

meio onde eram cultivadas, s30: Picea abies e Pinus sxlvéstris

(VOGELMANN et alii,1984),Pinus radiata (AITKEN-CHRISTIE et alii,

198«?): (BORNMAN, 1987) e (VON ARNOLD & HACKMAN, 1988), Sejguoia

" sempervirens (BALL, 1987): Populus sp (AHUJA, 1987): Eucalyptus

globulus (OKA et alii,1982), Picea abies (BORNMAN & JANSSON 1980)

e mpitissimas outras. Nestas mesmas parcelas, isto é, onde \ .BAP

assumia concentragdes nulas, os niveis de auxinas foram prapoto-

res,

ser

apenas, de um leve crescimento da nova brotagio, como ?pode

visto na Figura 7.
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O Quadro 3 mostra, também, que ao seu utilizar 0,1
mé BAP/1, concentra¢des mais baixas de NAA devem ser preferidas,
cbmo se pode ver, para este nivel de BAP o numero de brotagdes
p%oduzidas tende a aumentar na medida em que as concentragdes da
ahxina decrescem e chegam a atingir valores mdximos quan@o NAA
esta ausente no meio, ou seja, 4,5 novas brotagdes por éxplante
inicial, em média. Embora este valor seja algo inferior % aquele
6L3 brotagBes produzidas com 5,0 mg BAP/1 + 0,1 NAA mg/l, ou mes
mg 5,7 brotagBes com o uso de 1,0 mg BAP e NAA/1, a qualidade

!
dos brotos & nitidamente superior, como prova a Figura 7;

O Quadro 4 mostra que a aus@ncia de BAP no meio de
cultivo, independente das concentragdes de NAA utilizadas, propi
ciou o melhor resultado quanto a qualidade dos brotos e jtamanho

|

dos mesmos (100%), muito embora, como jd foi discutido em pard -

grafo anterior, tenha concorrido para a pior taxa de multiplica-
gao (1,0 brotos em média), Uma excelente produgdo de brotos vigo
rosos foi conseguida com a administragéo de 0,1 mg BAP/l‘ao meio,
principalmente quando a concentragdio da auxina foi nula., Em mé-
dfa, 89,3% das 4,5 novas brotagdes originadas por explanﬁe inici
al eram robustas, normais, de boa qualidade e com alturaisuperi-
or a 1,0 cm, estatisticamente, o melhor resultado para eéte ni-
vel de BAP, Quando NAA assumiu valores O,1mge 1,0 mg/l, a mé-
dia percentual para brotagdes com tais caracteristicas hostrou
decréscimos acentuados, ou seja, 77,7% das 3,0 novas brothgaes e
36,1% das 2,3 novas brotagdes, respectlvamente. As demals!combl-

nagdes entre BAP e NAA testadas apresentaram resultados multo a=

quém dos acima discutidos. Os 5,0 mg BAP + 0,1 mg NAA/] e 1,0 mg
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QUADRO 4 - Porcentagem média de brotagdes com mais de 1,0 cm pro
duzidas através da cultura "in vitro" de segmentos no
dais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius em

meio "MS" suplementado com BAP e NAA, ESAL,Lavras-MG,

1990. |

! T

BAP NAA (mg/1)

| \
(“319/1) 0,0 0,1 : 1,0

' |
0,0 100 % Aa 100  Aa 100 Aa

i
o.;l 89, 3% 77,7% Bb 36,1% cb
1,0 11,8% Ac 10,8% Ac 8,9% Ab
5,0 13,9% Ac 11,9% Ac é 5% Bc

QBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para nlvels
de NAA e minuscula, para niveis de BAP ndo dlferem, esta -
tisticamente entre si pelo teste Tukey 5%, |

, » i o ~
NAA/1 que tinham proporcionado Stimas taxas de multiplicagfo
(6,3 e 5,7 respectivamente) tiveram péssima produgio de rebentos

com mais de 1,0 cm, beirando a faixa dos 10% (11,9% e 8,9% mais

precisamente),

4.1.2, Uso de diferentes explantes e concentragﬁe# de

benzilaminopurina
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Ao se estudar o comportamento de explantes diferen-
tes de K. coriacea, ou sejam, segmentos nodais e segmentos api -
cais em presenga de BAP, observou-se interag¢io entre o tin de
exﬁlante e BAP para numero total médio de brotages e poréenta-
gem média de brotagdes com mais de 1,0 cm, A Figura 8 possibili
ta luma visd3o global sobre os resultados conseguidos neste teste
experlmental. |

: Os segmentos nodais, no geral, apresentaram meihores

|

valores quanto a produgdo total de brotagdes, principalmente.
Destacaram-se as concentragdes 0,0-0,5-1,0-2,0 mg/1, embor? algu
mas delas tenham concorrido para a morte do explante, e, ajformg
¢d9 de brotagdes anormais, K. coriacea é bastante sensivelga ni-
veis mais elevados de BAP, pois, 4,0 e 8,0 mg/l (e, até {mesmo
2,0 mg/1) ndo foram efetivos para o crescimento e desenvolvimen-

to /dos explantes (Quadro 5) e Figura 8, Estes resultados refor-

gam a afirmagdo de VON ARNOLD (1989) sobre a maleficidade de BAP
em determlnadas situagbes. O tempo de exposigdo dos explantes
aos vadrios niveis de BAP empregados neste experimento foi @e 45
dias e, segundo as hipéteses de VOGUELMANN et alii(1984)que suge
rem uma absorg¢dc do hormdnio diretamente proporcional a sué con-
cedtragﬁo no meio, durante todo o periodo de cultivo, pode-se su
Por que os segmentos de K. coriacea culturados em niveis mals e~
levados de BAP absorvessem maiores quantidades deste, Talvéz fos

se recomendado, como VON ARNOLD (1989) e VON ARNOLD & GRONROOS

by

(IQEG) sugeriram que o tempo de exposi¢do do material vegetativo
as

{
ltas concentragBes de BAP fosse reduzido, se constituindo is

80 num bom objeto de estudo para experimentos e estudos futuros,



FIGURA 8 = . Segmentos. vap:i;‘ea-is} ;(v'S’IX*’) & segmentos i 6 aig (SN)\de pla.n
) vtulas de Kielmeyers coriacea Martius inoculados em

- meio Mg suplementado com BAP em mg/1, ESAL, Lavras/
' ‘._'-;MGa 1990, | '
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QUADRO 5 - Némero total médio de brotagdes produzidas através da
cultura "in vitro" de segmentos nodais e apicais de

pléntulas de Kielmeyera coriacea Martius, em meio"Ms"

suplementado com BAP. ESAL, Lavras-MG, 1990,

E;xplag_ "BAP (mg/1)

0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0

N'odal 2,0ca 7,3Ra 5,3ABa 4,3Bba 1,0Db 1,2 Dba
' |
Rpical 1,0Db 4,3 Ab 3,0 Cb 3,6 Bab 3,4 BCa 1,0 Dab

0BS.: As médias seguidas da mesma letra (maiiscula, para? niveis
de BAP e minuscula, para explante) ndo diferem, estatlstl-

camente, pelo teste Tukey 5%. -i
|
\

Novamente, a auséncia de BAP no meio de cultura pro-
éorcionou pouca ou nenhuma emissdo de rebentos e, quando‘esta e~
; |

missdo ocorreu, foi, provavelmente, devido a citocininas|ineren-
tes ao préprio explante. Este resultado confirma o do experimen-
Bo anterior, embora, devido i aus@ncia de NAA que, como todas as

auxinas, é responsdvel por alongamento celular, as brotagdes emi
|

c

|

idas se mostraram menos desenvolvidas do que no outro e*perimgg
l

to onde NAA estava presente, A melhor proliferag8io de brotos, do

Ronto de vista estatistico, foi conseguida com © uso de 0 5 mng

ta

AP/1, isto é, 7,3 rebentos por segmento nodal e 4,3 por sengn-

fu d

o apical, em média. Pode-se notar uma superioridade dos|segmen-

tos nodais sobre os segmentos apicais quanto a prollfera$ao de

hrotos para este nivel de citocinina usado (Quadro 5 e Flgura 8),

|
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Uma possivel explicagdo para este acontecimento surge na medida
€m que Os segmentos apicais tendem a se comportar de modo seme -
lhante ao que aconteceria se estivessem em condigdes naturais,
ainda na arvore, obedecendo a dominincia da gema apical sobre as
outras que, logo abaixo dela, se avizinham lateralmente., Esta do
mindncia do dpice em ambas as condigdes, isto é, "in vivc" e "in
vitro" dificulta que as gemas laterais comecem a se desenvolver
preduzindo novos ramos ou brotos. Em condigdes "in vitro", devi-
do 2 um melhor controle sobre os niveis de citocininas atraveés
de seu suprimento exdgeno, a quebra da dominincia torna-se mais
facil e a emiss3o de novos brotos por outras gemas, também, fica
facilitada. Mas, esta emiss3o de novos rebentos em segmentos api
cais € nitidamente inferior Aquela emissio originada em segmen -
tos nodais, pois, estes \ltimos, n3c se encontram sob a referida
domindncia do dpice. A mesma explicagao pode ser reforgada atra-
vés do fato de que, sem o emprego de BAP (BAP em nivel zero) os
segmentos nodais mostraram-se mais aptos a proliferagdao de novos
brotos do que os segmentos apicais, como pode ser comprovado ob-
servando-se o Quadro 5, isto é, 2,0 novos rebentos contra 1,0 em
média., Os demais niveis de BAP testados apresentaram, para os
segmentos nodais, o seguinte resultado: 1,0 mg/1l, uma tendéncia
ao melhor resultado alcangado por 0,5 mg/l, produzindo 5,3 bro -
tos em média e os 2,0 mg/l, uma multiplicagcdo de 4,3 brotos. Pa-
ra os segmentos apicais, no geral, resultados estatisticamente in
feriores, para estes niveis, foram conseguidos e 2,0 mg/l 4& se
mostraram inadequados para a qualidade das brotagdes que podem

ser observadas na Figura 10,
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No geral, exceto para os niveis 4,0 e 8,0 mg BAP/1,
a qualidade das novas brotagdes foi muito boa, destacando-se a-

quelas originadas com a auséncia de BAP no meio de cultura.

A semelhanga com resultados anteriores, os niveis
mais baixos de BAP levaram predominantemente a formagdio de bro -
tos com altura superior a 1,0 cm, muito embora, algumas concen -
tragbes ndo tenham levado as melhores taxas de multiplicac3o, co
mo por exemplo, a auséncia de BAP no meio. 93,3% e 91,6% das bro
tagdes produzidas por segmentos nodais e apicais, respectivamen-
te, atingiram mais de 1,0 cm e foram conseguidas pela administra
Gdo de 0,5 mg/l. Estes resultados foram estatisticamente iguais
aos conseguidos na auséncia de BAP (Quadro 6) para cada tipo de
segmento. Em segmentos apicais o uso de 1,0 mg BAP/1 foi benéfi-
co para a formagdo de brotagdes com mais de 1,0 cm, resultado su
perior aquele conseguido com o mesmo nivel administrado aos seg-
mentos nodais, ou seja, 77,3% dos rebentos contra apenas 12,7%.
Quanto a concentragdo de 2,0 mg BAP/1l, apesar de ter proporciona
do uma boa proliferagdo de brotagdes em segmentos apicais, estes
mostraram brotos com altura muito inferior aquela apresentada pe
los brotos oriundos dos segmentos nodais. Assim, 4,5% das brota-
¢des tinham altura superior a 1,0 cm em segmentos apicais e
16,0% de brotos mostraram esta caracteristica em segmentos no-

dais.
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QUADRO 6 - Porcentagem média de brotagdes com mais de 1,0 cm pro
duzidas através da cultura "in vitro" de segmentos no

dais e apicais de plantulas de Kielmevera coriacea

Martius, em meio "Ms" suplementado com BAP, ESAL, La-

vras-MG, 1990,

Explan BAP (mg/1l)

ke 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0

Nodal 100% Aa 93,3% Aa 12,7% Bb 16,0% Ba 0,0% Ca 0,0% ca

Apical 100% Ra 91,6% Ab 77,3% Ba 4,5% CDb 0,0% Da 0,0% Da

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maiuscula, para niveis
de BAP e minUscula, para explante) n3o diferem estatistica
mente, pelo teste Tukey 5%.

4.1.3. Efeitos do fotoperiodo e da temperatura

As condigGes ambientais para o desenvolvimento da
cultura "in vitro" de K. coriacea traduzidas, neste trabalho, pe
la temperatura da sala de crescimento e pelo fotoperiodo ni3o mos
traram interagdoc para a producdo total de brotagdes, muito embo-
ra, esta tenha ocorrido para a porcentagem de brotos que atingi-
ram uma altura superior a 1,0 cm. Somente a temperatura apresen-
tou efeito para a emiss3o de brotos em K. coriacea. Temperaturas
mais elevadas como 27° e 30° foram benéficas ao desenvolvimento

dos explantes fazendo com que estes produzissem as maicres taxas
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de Proliferagﬁo de rebentos, quais seja, 4,4 e 5,2 por explante
ini?ial, consideradas, sob o ponto de vista estatistico, . como
nio%diferentes. Estas duas temperaturas parecem refletir uma con
digéo ambiental natural facilmente encontrada nos locais oﬂde K.
corgacea ocorre espontaneamente (vide SADDI, 1982 e ALM?IDA,

1946) e mostraram-se, sob condigdes artificiais de cultivo, isto

é, ! 1n vitro", benéficas aos explantes. 24°C fizeram com que os

segmentos ncdais produzissem uma quantidade inferior de b&ota-

96e

W

. isto é, 3,1 novos brotos, em média e 21°%, apenas 2,01bro-
tagdes por explante inicial, determinando um mau desempenho. (Qua
dro |7 e Figura 9), Este desempenho mostrou uma tendéncia deipio-
rar ainda mais, a medida em que o tempo do cultivo "in vitr?" se
estendia chegando mesmo, em algumas parcelas como as que co$pu -
nham o fotoperiodo 8/16, a causar necroses e morte total do} ex-

plante,

O Quadro 8 traz os efeltos do fotoperiodo e da ﬁempe

ratura, em comblnagao, sobre a qualidade dos rebentos emltldos.

27° e 30° C produziram a mesma quantidade e a quase totalﬂdade
dos %rotos com mais de 1,0 cm, estatisticamente, em condlgoes de
16 h}de luz, O mesmo se verificou para a duragdo do dia de 12 h
e, para 8 h, uma significativa vantagem ocorreu com o emprego de
30° Cs Nestas condigbes, apesar das brotagdes terem atingido altu
ras gvantajadas, suas folhas tiveram pouca drea foliar e apafqu
ram 4m menor numero, Isto fez com que a qualidade geral degtes
brotos ficasse inferior aquela conseguida nos outros tratamentos
e, neste em particular, as brota¢gdes parecem ter crescido gomo
resultado de um forte estiolamento provocado pelo déficit delluz
g
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QUADRO 7 - Numero total médio de brotacdes produzidas através da
cultura "in vitro" de segmentos nodais de pléntulas
de Kielmeyera coriacea Martius, em meio "MS" suplemen

tado com 0,5 mg BAP/1 sob temperaturas diferentes.
ESAL, Lavras-MG, 1990.

Temperatura

24° 279 30~

2,0 C e o0 S 4,4 A 5,2 A

OBS.: As médias seguidas da mesma letra nio diferem, estatistica
mente,,entre si pelo teste Tukey 5%.

QUADRO 8 - Porcentagem média de brotacdes com mais de 1,0 cm pro
duzidas através da cultura "in vitro" de segmentos no
dais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius, em
meio "MS" suplementado com 0,5 mg BAP/l1 sob diferen -

tes fotoperiodos e temperaturas. ESAL, Lavras-MG,
1990.
Fotoperiodo Temperatura
luz esc.(h) 510 249 279 36°
16/08 38,6% acC 73,8% aB 91,2% aA 96,1% aA
13/12 39,0% acC 70,7% aB 90, 7% aA 91,9% aba
n8/16 33,5% ac 59, 7% bB 63,3% bB 94,5% aA

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maivscula, para diferen
tes temperaturas e minuscula, para diferentes fotoperiodos

nao diferem, estatisticamente, entre si, pelo teste Tukey
5%.



FIGURA 9 - .Segmentos nodais de plantulas de KJ.elmexera cor:.acea
Martius inoculados em meio "MS" acrescido de 0, 5 mg
BAP/l e culturados emA diferentes fotoperiodos e tem-
teraturas, ESAL, LévrasgnG, 1990,
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(16 h de escuro) (Figura 9). A temperatura de 2400, de um modo
geral, proporcionou uma produgdo de brotos com mais de 1,0 cm su
perior a produzida pela temperatura de 21°C em todos os fotope -

riodos usados,

Pode-se notar, ainda, que, no geral, os fotoperiodos
de 16 h de luz e 12 h proporcionaram os melhores valores percen=-
tuais para brotos com mais de 1,0 cm e boa qualidade e que, de

o o
e 30°C concorreram para o mesmo fato. Estas

modo semelhante, 27
condigbes de duragdo de luminosidade e de temperatura assemelham
se aquelas encontradas na natureza e sugerem que as necessidades
para um bom crescimento e desenvolvimento da cultura "in vitro"

sdo bastante parecidas as condigdes com as quais se pode deparar

LBt o BV 5 v i L

4.l.4. Uso de diferentes concentracdes dos sais e de sa-

carose no meio

As concentragdes de sacarose e dos sais, por sua vez,
mostraram também, interacdo para a produgdo total de brotacdes,
Ja para a porcentagem de brotos com mais de 1,0 cm, apenas os fa

tores considerados separadamente apresentaram efeitos,

O meio de MURASHIGE & SKOOG (1962) quando usado,
com sua concentragdo normal de sais (1/1) ou com a metade da con
centragdo destes aliadas a 30 ou 45 g/l de sacarose mostrou ser

muito benéfico a proliferaciio de brotos de K. coriacea "in wvi-



el

tro”, apresentando resultados, em cada combinag¢do, iguais esta -

tisticamente como pode ser visto no Quadro 9 e Figura 10.

Estes dois niveis de sacarose, quais seja, 30 e 45 g
parecem estar suprindo as necessidades dos explantes em termos
de energia e carbono para o melhor funcionamento de seu metabo =
lisme, principalmente, quando os sais do meio aparecem em concen
tragdes ndc inferiores & metade daquela original proposta por

MURASHIGE & SKOOG (1962).

O uso de 15 g de sacarose, independentemente dos ni-
vels de sais empregados, possibilitou a produgdo média de 2,0 a
2,3 novos brotos por explante inicial, consideradas iguais esta-
tisticamente. As concentracdes mais elevadas do agucar, quais se
jam, 60 g e 75 g apresentaram desempenhos inferiores., Altos ni-
vels de sacarose, além de produzirem as menores taxas de prolife
ragdo em K. coriacea, provocaram necrose nos explantes com poste
rior morte dos mesmos antes que houvesse qualquer tentativa de
se desenvolverem e proliferarem. As altas concentragdes de saca-
rose poderiam estar provocando um forte gradiente osmdtico entre
© explante inoculado e o meio que o contém fazendo com que o ma-
terial vegetal desidratasse perdendo abundantemente dgua para o
meio afim de estabelecer, com este, um equilibrio osmdético (Fi-

gura 10).

De um modo geral, o uso de 1/3 das concentragdes nor
mais de sals no meio proporcionou resultados pouco interessantes
e um menor numero de novas brotagdes pode ser formado. O mefio sa

ling de MURASHIGE & SKOOG (1962) mostrou ser um bom meio para a
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QUADRO 9 - Numeroc total médio de brotagbes produzidas através da
cultura "in vitro" de segmentos nodais de pléntulas

de Kielmevera coriacea Martius, em meio "MsS" modifica

do, acrescido de 0,5 mg BAP/l e em diferentes concen-

tragdes de sais e sacarose, ESAL, Lavras-MG, 1990.

Sacarose SHIS
(g) 1], 1/2 1/3
15 2,3 Bb 2,0 Ab 2,0 Aa
30 4,3 Aa 4,0 Aa | 253/ Ba
45 4,0 Aa 3,8 Aa 2,0 Ba
50 2.3 Kb 1,0 {Be 1,0 Bb
75 1,0 Ac 1,0 Ac 1,0 Ab

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para concen-
tragdes de sais e mindscula, para concentragdes de sacaro-
se), ndoc diferem, estatisticamente, entre si pelo teste Tu
key 5%.

proliferagdo "in vitro" de K. coriacea, principalmente, quando
seus sais aparecem nos niveis integrais ou reduzidos pela meta -
de. Sabe-se que o0 meio de MURASHIGE & SKOOG (1962) é um dos mais
completos ndo s6 em qualidade de sais como, também, em guantida-
de que cada sal nele aparece. E por isso, considerado um meio e
co e mais concentrado que os j& conhecidos meios de SCHENK & HIL
DEBRANDT (1972); DE FOSSARD (1976) e "woody plant medium” de
SMITH & McCOWN (1983) largamente utilizados na micropropagagio

de vdrias espécies florestais. Seria interessante que, em traba-



FIGURA 10 - Segmentos nodais de plantuil;as de Kz.elmezera coxigcea
: Martiius inéculados em meio MS" medificado, acresci-

do de 0,5 mg BAP/]l é culturddés em difererites concen
 tragoes de sais & dé sacapose. BSAL, Lavras/MG,l990.
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lhos futuros, estes outros trés tipos de formulagdes fossem tes-

tadas no cultivo "in vitro" de K. coriacea e que se fizesse uma
comparagao entre eles e o de MURASHIGE & SKOOG (1962), utilizado
no presente trabalho, para se determinar se K. coriacea exige ou

na3o um meio mais rico em sais para proliferagdo.

A porcentagem de brotacdes com mais de 1,0 cm de al-
tura variou, como j& foi dito anteriormente, de acordo com os ni
veis de sacarose. A comparacio das médias est3o presentes nos

Quadros 10 e 11, respectivamente.

As concentragOes salinas do meio MURASHIGE &  SKOOG
(1962) que mais se destacaram foram as correspondentes a 1/1 =
1/2{ Estas concentragdes, como pode ser visto no Quadro 10, leva
ram & resultados considerados iguais do ponto de vista estatisti
co, muito embora a diferenga entre os percentuais 40,7 e 26,7
conseguidos nas concentragdes de 1/1 e 1/2, respectivamente, te-
nha sido grande. A desuniformidade do material vegetal que compu
nha cada parcela composta deste experimento deve ter sido a prin
cipal responsdvel por este fato, Para se minimizar este proble-
ma, o emprege de um maior numero de repeti¢des por parcela com -
posta ou até mesmo um maior nimero de parcelas devem ser conside

rados.

O mesmo comentdrio pode ser feito ao se comparar o©s
resultados conseguidos entre as concentragdes 1/2 e 1/3, iguais

do ponto de vista estatistico (Quadro 10).

Em termos de exigéncias guanto ao nivel de agucar,

neste caso representado pela sacarose, o Quadro 11 mostra que os
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QUADRO 10 - Porcentagem média de brotagdes com mais de 1,0cm pro
duzidas através da cultura "in vitro" de segmentos
nodais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius,

em meio "MS" modificado, acrescido de 0,5 mg BAP/1 e

em diferentes concentracdes de sais., ESAL,Lavras-MG,

1990.
Sais
1/; 1/2 1/3
40,7% A 26,7% AB 19,2% B

OBS.: As médias seguidas da mesma letra nio diferem, estatistica
. mente, entre si pelo teste Tukey 5%.

QUADRO 11 - Porcentagem média de brotagtes com mais de 1,0cm pro
duzidas através da cultura "in vitro" de segmentos
nodais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius,

em meio "MS" modificado, acrescido de 0,5 mg BAP/1 e

em diferentes concentragdes de sacarose, ESAL, La -
vras-MG, 1990,

Sacarose (g)

1.5 30 45 60 15

40,7% B 61,5% A 22,2% BC 3,7% C 2,4% C

OBS.: As médias seguidas da mesma letra n3o diferem, estatistica

mente, entre si pelo teste Tukey 5%.
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30 g/1 usuais da formulagdo bdsica de MURASHIGE & SKOOG (1962)
devem ser preferidas, pois, 61,5% dos novos rebentos tiveram al-
tura superior a 1,0 cm. Os niveis de 15 g e 45 g/1 levaram a per
centuais idénticos, estatisticamente. Os 22,2% de brotos com
mais de 1,0 cm produzidos ao se adicionar 45 g de sacarose/l ao
meio foram, de modo semelhante, considerados iguais, em termos
estatisticos aos percentuais obtidos com 60 g e 75 g/l provavel
mente, devidoc a desuniformidade do material vegetal das parcelas,

também.

As concentragbes mais elevadas, 60 g e 75 g aqui tes
tados, foram deletéricas e fizeram com que uma baixissima porcen
tagem de brotos, dos poucos emitidos, tivessem desenvolvimento

suficiente para atingirem 1,0 cm de altura.

Aparentemente, 30 g de sacarose e as concentragdes
1/1 e 1/2 dos sais do meio MURASHIGE & SKOOG (1962) devem ser

preferidas para um bom desenvolvimento das brotacgdes.

4.2. Enraizamento de brotagdes "in vitro"

4.2.1. Uso de brotagdes de diferentes tamanhos em concen

tragdes variadas de dcido indolbutirico

O dacido indolbutirico (IBA) interage com o tamanho i

nicial da brotagdo no que diz respeito & formac3o de raizes pri-
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marias e ao comprimento das mesmas. Por ocutro lado, apenas IBA e

x . ~ . L lé . . .
erceu influéncia sobre a formagdo de raizes secunddrias "in vi-

trof.

Um maior nimero de raizes primdrias em brotagdes de
K. coriacea pode ser conseguido empregando-se IBA a 4,0 mg/l no
meio de cultura, como vé-se no Quadro 12, Para este nivel do hor
ménio, brotos com 4,0 cm de tamanho mostraram uma maior capacida
de de emiss3o de raizes primdrias do que com 2,0 cm pois, no pri
meiro caso, 6,3 raizes, em média, foram formadas enquanto que,no
segundo caso, 4,7 raizes foram produzidas, O acréscimo de 2,0 mg
IBA/1 ao meio de cultura fez com que as brotagdes de maior tama-
nho emitissem, de modo semelhante, um nimero maior de raizes pri
mdrias (3,8 raizes por broto, em média) do que aquele emitido pe
las brotagdes menores (3,3 em média). 4,0 raizes formaram-se em
brotagdes com 4,0 cm de tamanho em presenga de 1,0 mg IBA/l a-
crescido ao meio de cultivo e apenas 1,7 raizes, em média, forma

ram-se nestas mesmas condig¢bes em brotos com 2,0 cm.

O enraizamento aconteceu até nas parcelas em que IBA
estava ausente e o numero de raizes primdrias encontradas em bro
tagdes de 2,0 cm foi de 2,0, em média, e sobressaiu-se em rela -
Gdo ao numero de raizes em brotos com 4,0 cm e que foi de 1,3,
Niveis enddgenos da auxina IBA parecem ter sido os responsdveis
pela indugdo e o desenvolvimento destas raizes primdrias, mas, o
numero em que foram emitidas por broto foi inferior, relativamen
te, aos que foram emitidos quando ocorreu um suprimento exdgeno
da auxina no meio de cultura. Independentemente do tamanho do ex

plante, aumentos nas concentragdes de IBA no meio proporcionaram
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QUADRO 12 - Numero médio de raizes primdrias em brotacSes micro-
Propagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocula -
das em meio "Ms" Suplementado com diversas concentra
¢oes de IBA. ESAL, Lavras-MG, 1990,

Tamanho do IBA (mg/1)

explante

(cm) 0,0 l,O 2;0 4.!0
2lo 2,0 Bca 1,7 Cb 3,3 ABb 4,7 Ab
4,0 1,3 'eb 4,0 Ba 3,8 Ba 6,3 Aa

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para tamanho
do explante e minuscula, para IBA n3o diferem estatistica-
mente entre si pelo teste Tukey 5%.

aumentos diretos e significativos no nimero de raizes primirias

produzidas por broto.

Em brotagdes com 2,0 cm de tamanho os niveis de IBA
na ordem de 2,0 mg e 4,0 mg/l apresentaram efeitos semelhantes
produzindo o maior numero de raizes primdrias. J& em brotagdes
de 4,0 cm, o melhor resultado foi conseguido com o emprego de

4,0 mg/1l IBA.

Ainda no Quadro 12, pode-se perceber que no geral,
as brotagSes com tamanho maior mostraram uma maior capacidade de
formagdo de raizes primdrias, quando comparados aos brotos de me

nor tamanho,

Resultados interessantes ocorreram ao se considerar,
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agera, o tamanho das raizes primdrias produzidas nos diferentes
tratamentos, Através do Quadro 13 nota-se que as brota¢gdes meno-
res, ou seja, de 2,0 cm, foram capazes de formar raizes prima -
rias de maior comprimento, embora, como jd comentado acima, as
tivessem formade em menor numero, quando comparados aos brotos
maiores, no geral, Nestas brotagdes menores, as respostas ao su-
primento de IBA foram, tambdm, mais evidentes e crescentes. Os
4,0 mg IBA/1 que fizeram com que os brotos de 4,0 cm produzissem
© maior numero de raizes primdrias condicionaram, também, raizes
de menor comprimento, maximizando-o em 1,3 cm, aproximadamente .
Para este mesmo nivel da auxina, o inverso foi observado em bro-
tagdes menores. Nestas, embora as raizes primdrias aparecessem
em nimero inferior, elas apresentaram comprimento médio de @ 4,0
cm. A facilidade com que as raizes cresceram quando do suprimen-
to de 2,0 mg IBA/1l foi semelhante, isto é, foi maior nas brota -
¢Oes menores (atingindo 2,7 cm, em média) e bem inferior nos bro
tos maiores (atingindo apenas 0,9 cm, em média). Para o emprego
de 1,0 mg IBA/]1l ao meio, ocorreu uma certa igualdade no cresci -
mento das raizes para ambos os tipos de brotacBes e no meio de
cultura isento de IBA, um melhor desempenho foi mostrado pelas
brotagdes de 4,0 cm aoc produzirem raizes primdrias ligeiramente
maiores do que aquelas das demais brotacdes, isto é, 2,0 cm con-

tra 1,2 respectivamente.

Parece que um maior numero de raizes primarias condi
ciona um menor crescimento das mesmas, como pode ser observado a

través da comparagdo entre os Quadros 12 e 13, e pela observagao

global da Figura 1ll.
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QUADRO 13 - Tamanho (cm) médioc de raizes primdrias em brotacdes

micropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, ino-

Culadas em meio "MS" suplementado com diversas con -

centragSes de IBA. ESAL, Lavras-MG, 1990.

Tamanho do IBA (mg/1l)

explante
(cnd) 0,0 1,0 2,0 4,0
2,0 1,2 b 1,7 ca 2,7 Ba 4,0 Aa
4,0 2,0 Aa 1,7 ARa 0,9 Bb 1,3 ABb

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para tamanho
do explante e minuscula, para IBA) n3o diferem, estatisti-
camente, entre si pelo teste Tukey 5%.

O numero de raizes secunddrias em brotagdes micropro
pagadas de K. coriacea variou de acordo com as diferentes concen
tragSes de IBA empregadas no teste experimental (Quadro 14). A
concentragdo de IBA mais alta, isto &, 4,0 mg/l tornou possivel
a emissdo de 1,8 raizes secunddrias, em média, por brotagdo inde
pendente de seu tamanho., Como se pode ver, esta média para emis-
sdo de raizes secunddrias foi estatisticamente igual as 0,9 rai-
zes secunddrias formadas, por sua vez, em brotagdes inoculadas
em meio nutritivo acrescido de 2,0 mg IBA/l. Resultados menos in
teressantes foram observados através da suplementagdo exdgena de
1,0 mg IBA/1l os quais mostraram-se idénticos para 0,0 mg IBA/1l .
Nestas duas Ultimas condigdes, apenas 0,7 raizes secunddrias, em

média, foram formadas nas brotagdes utilizadas.



FIGURA 1l - Brotagdes micropropagadas de Kielmeyera coriacea Mar

tius inoculadas em meio "Ms" suplementado com diver-

sas concentragdes de IBA em mg/l. ESAL, Lavras /MG
1990.
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QUADRO 14 - Numero médio de raizes secunddrias em brotagdes mi-

cropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocu-

ladas em meio "MS" suplementado com diversas concen-

tragdes de IBA. ESAL, Lavras-MG, 1990,

IBA (mg/1)

0,0 1,0 2,0 4,0

0,7 B 0,7 B 0,9 AB 1,8 A

OBS.: As médias seguidas da mesma letra n3o diferem, estatistica

mente, entre si pelo teste Tukey 5%.

Embora BORNMAN (1983) tenha ressaltado, genericamen-
te, ¢ fato de que, para um melhor desenvolvimento do sistema ra-
dicular, as auxinas devem ser usadas apenas como indutoras da
formagdo de raizes e que as mesmas, principalmente guando empre-
gadas em altas concentragdes, devam ser subtraidas do meio de
cultura, no presente trabalho ndo foi notado, aparentemente, ne-
nhum efeito inibitdrio de IBA ao desenvolvimento do sistema radi
cular. As brotagdes permaneceram, desde sua inoculagdo até a da-
ta de analise do experimento, por 45 dias consecutivos no mesmo
meio de cultura enriquecido com as varias concentragdes de IBA,
Talvez, os niveis aqui utilizados estejam abaixo daquele que po-
deria ser considerado como deletérico ao desenvolvimento de rai-
zes em K, coriacea "in vitro"., Em outros experimentos, este ni-
vel poderd ser detectado com exatidio e, poder-se-d, também, es-

tabelecer, com rigor, qual o melhor periodo de tempo que as bro-
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tagdes excisadas poderd3o ficar inoculadas no meio de cultura pa-

ra que ocorra a indugdo de raizes sem danos prejudiciais ao de-

senvolvimento destas.

A combinagao de auxinas com outros compostos e que
jd foi empregado, com sucesso, para o enraizamento "in vitro" de
brotagOes excisadas de muitas espécies florestais como, por exem

plo, Pinus sylvestris (BORNMAN & JANSSON, 1980). Betula pendula

(DEMBNY et alii,l988)e Eucalyptus na fase de calos (KITAHARA &

CALDAS, 1975), poderda ser estudada para K. coriacea em futuros
testes. Neste contexto podem ser citadas as combinagdes entre
IBA e coumarina, IBA e fusicoxina, IBA e agua de coco e muitas

outras,

4.2.2. Uso de diversas concentragdes dos sais de dgar no

meio

O enraizamento "in vitro" de brotagdes micropropaga-
das de K. coriacea foi varidvel de acordo com a combinagdo de di
versos niveis de dgar e diferentes concentracdes dos sais utili-

zados no meio de cultura,

O ndo uso do agente geleificante, neste caso, o agar,
ndo trouxe beneficio algum a inducdo e desenvolvimento do siste-
ma radicular, como comprova o Quadro 15, No meio inteiramente 1i
quido, as brotagles de K. coriacea ndo emitiram, independentemen

te do grau de salinidade do meio, sequer uma raiz, Este fato n3o
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aconteceu nos outros tratamentos quando agar foi adicionado ao
meioc, HA uma aparente necessidade de K. coriacea para meios den-
sos, no que diz respeito a rizosfera., O meio de cultura ligquido
pode estar provocando uma forte condigdo de anaerobismo, a qual
ficaram expostas as partes basais das brotagdes, provocando uma
forte desoxigenagdo letal a diferenciagdo de raizes. Apesar do
oxigénic ser um gds de solubilidade dificil em dgua ou em meios
nutritivos liquidos, a oxigenagdo ocorre com maior intensidade
na interface entre o ar e o liquido, ou seja, na superficie des-
te. Ao contrdrio de muitas espécies vegetais citadas em literatu
ra, K. coriacea ndo suporta este anaerobismo. Como se pode ver
na Figura 12, aconteceram casos em que os tecidos das brotacgtes
submersos no meio chegaram a necrosar e morrer. Um dos modos de
seé contornar esta acentuada desoxigenagdo é fazer com que o meio
fique a maior parte do tempo possivel sob condigdes de agitacgao.
Esta agitagdo faz com que ocorra uma maior transferéncia de oxi-
génio no meio de cultura, na medida em que provoca um aumento da
superficie de interface ar-liquido e uma melhoria na distribui-
¢do de oxigénio recém solubilizado. O meio liquido nutritivo em-
pregado neste experimento foi totalmente estaciondrio o que, se-
guramente, ajudou © anaerobismo., Em experimentos futuros, meios
liquidos poderdo ser testados sob diferentes graus e intensidade

de agitacdo,

O emprego de agar, ou qualquer dos geleificantes men
cionados por PIERIK (1987), cria uma condicdo para melhor aera -
gdo das bases dos explantes., Nas culturas, de meio sdlido,ocorre

uma interface entre o ar, o meio e os tecidos expostos das brota



FIGURA 12 - BrotagOes micropropagadas de Kielmeyera coriacea Mar
tius inoculadas em meio "MS" modificado e em diver -

sas concentragbes de sais e dgar. ESAL, Lavras / MG,
1990.
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L 3 . -~ . . 3 . 4
¢Ooes 1lnoculadas fazendo com que o oxigénio fique mais disponivel

aoc metabolismo.

A consisténcia do meio de cultivo provocada pelo &-
gar a 3,0 g/1, de um modo geral, foi muito interessante & produ-
gd0 de raizes primdrias (Quadro 15). Este nivel de dgar sobres-
saiu-se aos demais estudados. Ao se utilizar a concentragdo nor-
mal de sais da formulagdoc MURASHIGE & SKOOG (1962), ela propor -
cionou a produgdo de 4,3 raizes primdrias, em média, por broto.
Por outro lado, um numero estatisticamente equivalente foi conse
guido com a administragdo de 6,0 g/l e de 9,0 g/1, quais sejam,
3,3 e 3,0 raizes primdrias por brotag8o. Para concentracgdes de
sals inferiores, como por exemplc, 1/3 da normal, a produgio de
raizes caiu de modo sensivel para cada nivel de dgar empregado.
Assim, em 3,0 g/1, 6,0 g/1 e 9,0 g/l a emiss3o de raizes assumiu
Os seguintes valores, respectivamente: 2,3; 1,8 (iguais, do pon-
to de vista estatistico) e 0,3 por explante., J& no meic cuja sa-
linidade foi menor, isto é, 1/6 da concentragdo normal, estes in

dices cairam para 1,0; 0,3 e 0,0.

Pode-se notar, ainda, que K, coriacea manifesta uma
preferéncia para o uso do meio MURASHIGE & SKOOG (1962) com suas
proporgdes de sais originais, ou melhor, 1/1, para a emissio de
raizes primdrias e que, meios muito densos como aqueles consegui
dos através dos suprimentos de 6,0 g/l e 9,0 g/1, agui emprega -
dos, provocaram uma diminuigdo aparente na capacidade de emiss3o
das raizes primdrias, principalmente para menores concentragdes
salinas do meio. Talvez ocorresse a inducdo, mas n3o o desenvol-

vimento das raizes a estruturas maiores perceptiveis a olho nu.
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QUADRO 15 - Numero médio de raizes primdrias em brotagdes micro-

propagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocula -

das em meio "MS" modificado, suplementado com 4,0 mg
IBA/1l e em diferentes concentragdes de sais e 4&gar.

ESAL, Lavras-MG, 1990,

Kgar (g/1)
Sals
0!0 3;O 6,0 9'0
1/1 0,0 Ba 4,3 Aa 3,3 Aa 3,0 Aa
1/3 0,0 Ba 2,3 Ab 1,8 Ab 0,3 Bb
1/6 0,0 Ba 1,0 Ac 0,3 ABc 0,0 Bb

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (mailscula, para concen-
tragbes de dgar e minuscula, para concentragdes de sais

ndo diferem, estatisticamente, entre si pelo teste Tukey a

=
/

wun
o=

A densidade maior do meio poderia estar impossibilitando ou ini-

bindo este desenvolvimento por proporcionar uma "barreira mecani

"

ca' dificil de ser rompida pelos frdgeis primdrdios radiculares,

logo apds sua indugdo. Além disso, altos niveis de dgar fazem
com que ocorra uma menor intensidade de disponibilidade de nutri
entes aos explantes inoculados e isto se agrava a medida em que
© meio fica mais denso. Ent3o, aqueles nutrientes que seriam ne-
cessarios para a rizogénese tém sua absorcio prejudicada e o me-
tabolismo inerente ao fendmeno fica, também, prejudicado., Pode-

se ter aqui uma possivel explicacdo para o fato da concentragdo

salina 1/1 ter apresentado resultados superiores as demais, Os
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niveis relativamente elevados dos sais na formulagio basica = de
MURASHIGE & SKOOG (1962) poderiam ser suficientes para compensa-

rem esta menor disponibilidade em meios de cultura mais densos.

O tamanho das raizes primdrias, de modo semelhante
a0 que ocorreu com O numero das mesmas, fol afetado pela salini-
dade do meio e pela concentragdo de dgar empregada, de um modo
geral. O Quadro 16 mostra que, outra vez,0s meios mais concentra
dos 1/1 e 1/3 foram interessantes para que as raizes primdrias e
mitidas atingissem comprimentos mais avantajados. Embora ocorres
se a tal "barreira mecanica" nos meios mais densos, a salinidade
elevada foi suficiente para vencer a menor disponibilidade dos
sais e nutrir adequadamente os explantes, fazendo com que suas
raizes primdrias se desenvolvessem mais., Os valores por elas a-
tingidos foram considerados estatisticamente iguais,quais sejam,
1,8 1,6. Para concentragdes menores dos sais, como consta ainda
no Quadro 16, os tamanhos das raizes sofreram uma diminuigdo bas
tante significativa. Ao se usar 1/3 dos niveis originais, o com-
primento médio das raizes primdrias assumiram, respectivamente,
para 3,0 g/1, 6,0 g/1 e 9,0 g/1, os seguintes valores: 1,3: 0;77

e 0,0 cm,

A emiss@o de raizes secunddrias foi significativamen
te afetada pela salinidade do meio, O meio MURASHIGE & SKOOG
(1962), somente quando usado em sua plenitude em termos de sais,
fez com que raizes secunddrias fossem emitidas numa média de 0,8

por explante (Quadro 17 e Figura 12).

De um modo geral K. coriacea mostrou o melhor desen-
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QUADRO 16 - Tamanho (cm) médio de raizes primdrias em brotacdes

micropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, ino-

culadas em meio "MS" modificado, suplementado com
4,0 mg IBA/1l e em diferentes concentracdes de sais e
dgar. ESAL, Lavras-MG, 1990.

Kgar (g/1)
Sais
0,0 3,0 6,0 9,0
1/1 0,0 Ba 1,8 Aa 1,6 Aa 211 Aa
1/3 0,0 Ba 1,3 Aa 0,7 ABb 0,0 Bb
1/6 0,0 Aa 0,3 Ab 0,0 Ac 0,0 Ab

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para concen-
tragdes de dgar e minidscula, para concentracBes de sais)

ndo diferem, estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5%.

QUADRO 17 - Numero médio de raizes secunddrias em brotagdes mi -

cropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocu-

ladas em meio "MS" modificado, suplementado com 4,0

mg IBA/1 e em diferentes concentrag¢des de sais.ESAL,
Lavras~MG, 1990,

Sais
141 1/3 1/6
0,8 A 0,0 B 0,0 B

OBS.: As médias seguidas da mesma letra n3o diferem, estatistica

mente, entre si pelo teste Tukey 5%.

S
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volvimento do sistema radicular para a formulacdo salina origi -
nal de MURASHIGE & SKOOG (1962) suplementada de preferéncia com

3,d; 6,0 ou 9,0 g agar/1.

4.2.3. Efeitos do pH e diversos niveis de dgar no meio

Das cinco faixas de pH estudadas, combinadas & diver
sos niveis de &gar, as correspondentes a 5,4 e 5,7 mostraram os
melhores resultados para emiss3o de raizes primarias (resultados
estes semelhantes estatisticamente) nas concentragdes de 3,0 g/
1l e 6,0 g agar/1 (QUADRO 18 e Figura 13). Estes valores foram
5,3 e 6,0 raizes, respectivamente, no PH 5,4 e 5,3 e 6,3 no pH
5,7. No entanto, ao se empregar 3,0 g dgar/l os melhores resulta
dos foram conseguidos na faixa de pH entre 5,4 a 6,0. J3 através
do emprego de 6,0 g agar/l, valores idénticos apresentaram-se nos

pH 5,43 5,7 @ 6,3,

As faixas de pH muito acima ou muito abaixo de S id
podem provocar distirbios no que diz respeito 2 disponibilidade
de ions que resultam da dissociagdo dos sais no meio de cultura
e sva assimilagdo pelo explante. Assim, em determinados pH, al-
guns ions tornam-se mais facilmente disponiveis e/ou assimild -
veis do que outros em igual condigdo. E um dos fatos que podem
explicar a queda na capacidade das brotacdes de K. coriacea de
produzirem raizes, bem como, desenvolvé-las, principalmente nos

PH 5,1; 6,0 e 6,3 aqui testados. Outro fato que poderia auxi-
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QUADRO 18 - Numero médio de raizes primdrias em brotagdes micro-

propagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocula -

das em meio "Ms" modificado, suplementado com 4,0 mg
IBA/1 e em diferentes niveis de 4gar e pH. ESAL, La-

vras-MG, 1990,

Agar (g/1)
PH
0,0 3,0 6,0 9,0

5,1 0,0 BRa 0,8 ABc 2,3 Ab 1,0 AB a
5,4 0,0 Ba 5,3 Aa 6,0 Aa 1,0 Ba
5,7 0,0 ca 5.3 A& 6,3 Aa 1,3 Ba
6,0 0,0 ca 3,3 Aab 3,0 ABb 1,0 Bca
63 0,0 Ga 1,3 Bbe 4,0 Aab 0,7 Bca

OBS,: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para niveis

de dgar e mindscula, para pPH) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste Tukey 5%.

liar o entendimento desta menor taxa de emiss3o de raizes é a
dissociagdo que os hormdnios auxinicos sofrem em condigdes de di
ferentes concentragdes hidrogenidnicas. Esta dissociagdo pode le
var, consequentemente, a uma menor atividade do horménio, fazen-
do com que a indugdo da formagdo de raizes e seu desenvolvimento
sejam prejudicados. A dissociacgio das auxinas tem sido estudada
hd muito tempo mas os estudiosos nio sabem dizer, com clareza,
se a dissociagdo é maléfica ou benéfica ao enraizamento de esta-

cas, de um modo geral. AUDUS (1948) e WHITE (1932) sustentam a



FIGURA 13 - BrotagOes micropropagadas de Kielmeyera coriacea Mar

tius inoculadas em meio "MS" modificado e em varias
concentragdes de agar e pH diferentes. ESAL, Lavras/
MG, 1990.
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hipétese de que as auxinas sé s3o ativas gquando ndo dissociadas,
mas, BURSTROM (1953) mostra uma tendéncia de aceitar a forma a -
nidnica da auxina como realmente ativa. Fica dificil e, também

’

fora de propdsito do presente trabalho, elucidar esta questdo.

Analogamente aos resultados do experimento anterior,
a auséncia de agar no meio de cultura foi muito prejudicial a e-
missdo de raizes primdrias e os dados aqui coletados reforgam a
idéia de que o anaerobismo, ao qual ficaram expostos os tecidos
da base das brotagdes, é desinteressante para o processo. Os mes
mos comentdrios anteriormente feitos devem, aqui, ser considera-
dos, Como se pode ver, 9,0 g &gar/l, no Quadro 18, ndo proporcio
nou efeitos significativos para os diferentes pPH adotados. Pou-

cas raizes foram formadas nesta condigdo,

O comprimento das raizes primdrias variou, de modo
semelhante, com o pH e com a densidade do meio de cultura.Ent3o,
© maior tamanho médio de raizes primdrias emitidas foi consegui-
do em pH 5,7 para o nivel de 6,0 g dgar/l.e 5,4 ou 5,7 para o ni
vel de 3,0 g/1 (Quadro 19). Na concentragdo hidrogenidnica dada
pelo pH 5,4, os niveis de dgar que mais se destacaram foram 3,0
e 6,0 g/1 ao produzirem raizes com 2,3 cm, em média. Raizes pou-
co desenvolvidas foram observadas, quando consideradas no contex
to geral, no entanto, para os valores extremos de PH aqui testa-
dos, ou sejam, 5,1 e 6,3, Nestes niveis, parece que, novamente a
disponibilidade e a assimilac80o de nutrientes estd determinando
© desenvolvimento e o crescimento das raizes primirias. B 1légico
Supor que a taxa de multiplicagdo celular, que determina em par-

te o crescimento da raiz, fique prejudicada em fungdo do desba -
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QUADRO 19 - Tamanho (cm) médio de raizes primdrias em brotagBes

micropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, ino-

culadas em meio "MS" modificado, suplementado com
4,0 mg IBA/1 e em diferentes niveis de &gar e pPH,

ESAL, Lavras-MG, 1990,

Kgar (g/1)
pH
0,0 3;0 6;0 9!0

51 0,0 Ba 0,1 Bb 1,8 Ab 0,5 Ba
5,4 0,0 Ba 2,3 Aa 2,3 Ab 0,7 Ba
5,7 0,0 ca 2,5 Aa 4,0 Aa 0,7 Ba
6,0 0,0 Cca 3,0 Aa 1,8 Bb 0,5 BCa
6,3 0,0 Cca 0,7 Bb 1,8 Ab 0,3 Bca

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para niveis
de dgar e mindscula, para PH) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste Tukey 5%.

lango nutricional ao qual as brotagdes ficaram sujeitas nestes
niveis de pH. E ldgico supor, também, que a jé& referida dissocia
¢do auxinica tenha contribuido, neste caso, negativamente para o
crescimentc das raizes, uma vez que, as auxinas agem de mcdo di-

reto sobre a multiplicagdo e o elongamento celular.

A emissdo de raizes secundarias pode ser maximizada
no pH 5,4 através da suplementagdo de 3,0 g/1 ou 6,0 agar/1. Nes
tas ocasides foram formadas 2,0 e 2,3 raizes secunddrias, ambos

0s numeros ndo diferindo estatisticamente (Quadro 20). Para o pH
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QUADRO 20 - Numero médio de raizes secunddrias em brotacdes mi -

cropropagadas de Kielmeyera coriacea Martius, inocu-

ladas em meio "MS" modificado, suplementado com 4,0
mg IBA/l e em diferentes niveis de dgar e pH. ESAL,

Lavras-MG, 1990,

Agar (g/1)
pH
0,0 3,0 6,0 9,0

I | 0,0 Aa 0,0 Ab 0,1 Ab 0,1 Aa

5,4 0,0 Ba 2,0 Aa 2,3 Aa 0,0 Ba

5,V 0,0 Ba 1,8 Aa 1,8 Aab 0,7 ARa
b,? 0,0 Aa 1,0 Aab 0,3 Ab 0,0 Aa

6,3 0,0 Aa 0,0 Ab 1,0 Aab 0,0 Aa

OBS.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula, para niveis

de dgar e mindscula, para pH) nio diferem estatisiticamente
entre si pelo teste Tukey 5%.

mais comumente usado, isto é, 5,7, nos dois primeiros niveis de
dgar aqui mencionados uma média de 1,8 raizes secunddrizs forma-
ram-se e igualaram-se, em numero, as 2,0 e 2,3 acima mencionadas.
No pH 5,1 nd3o se notou nenhuma diferenca significativa dentre os
niveis de dgar empregados e, de modo geral, o nimero de raizes
produzidas foi praticamente nulo. Observagdes semelhantes podem
ser feitas para pH 6,3 salientando-se apenas o fato de que com
6,0 g agar/l adicionados ao meio, 1,0 raiz secunddria, em média,

foi emitida por brotagdo enraizada.
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De um modo geral, a maior densidade do meio de cultu
ra, determinada pelo uso de 9,0 g dagar/l, mostrou efeitos desin-

teressantes para o enraizamento "in vitro" de brotacdes micropro

pagadas de K. coriacea, nos diferentes pH estudados. Nestes
meios, poucas raizes primarias foram capazes de se formar e,

quando isto acontecia, mostravam pouco crescimento e pouquissi -

mas (ou nenhuma) raizes secundarias.

4.3. Consideragdes finais

Trata-se do primeiro trabalho feito com Kielmeyera

coriacea, em termos de cultura de tecidos, Ent3o, comparagdes en
tre os resultados obtidos neste trabalho com os de outros auto -
res, nao foi possivel, na medida em que estes se referem a espé~
cies florestais diferentes de K. coriacea. Procurou-se, da me-
lhor maneira apresentar resultados e comentdrios que fornecessem
a maior quantidade possivel de informacgdes sobre o comportamento
"in vitro" desta espécie singular, a fim de que OS mesmos se
constituam em bases fundamentais para trabalhos e estudos futu -
ros com K. coriacea, em cultura de tecidos, No decorrer das dis-

cuss®es, algumas sugestdes ou recomendagdes foram feitas neste

sentido.

K. coriacea regenera brotos com relativa facilidade
desde que sejam supridas, através do meio de cultura, suas neces

sidades nutricionais e hormonais e, através da sala de crescimen
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tc, suas necessidades de fotoperiodo e temperatura. Predominante
mente, as brotagdes de K. coriacea s3o formadas a partir de me -
ristemas adventicios. Raras foram as ocasides em que meristemas
axilares pré-existentes sofreram desenvolvimento capaz de forma=-
rem uma brotagdo em si. A regeneracdo de brotos em K. _coriacea
fol através de meristemas axilares, e esta via de regeneragao
tem sidc apontada por MINOCHA (1980) como a mais comum para uma
grande diversidade de espécies vegetais. Embora esta pcssibilite
a formagdc de um grande numero de brotac¢Bes, muitos pesquisado-
res (VAN ARNOLD, 1989; DURZAN, 1980 e o prdéprio MINOCHA, 1980)
sustentam a hipdtese de uma "ocorréncia de desuniformidade gené-
tica" entre as brotagdes adventicias originadas o que poderia
comprometer a qualidade das mesmas. Ndao foi feito, no presente
trabalho, nenhum teste experimental para determinar ancrmalida -
des genéticas entre os brotos proliferados., Neste contexto, ana-
lise de caridtipo para a detecgdo de aberragdes cromossomais e
cortes citoldgicos para o estudo de defeitos morfoldgicos e ana-
tOmicos deverdo ser levados a efeito em experimentos posteriores,
Uma vez comprovado que estas anormalidades nd3o est3o ocorrendo,
a formagdo de brotos por meristemas adventicios poderd ser utili
zada, sem riscos, para a micropropagacdo de K. coriacea. BALL
(1987): CHALUPA (1987) e AHUJA (1987) afirmam a n3o ocorréncia
de aberragdes em brotagdes originadas através deste processo, pa

ra muitas espécies florestais micropropagadas com sucesso,

E necessdrio a producdoc de um calo tanto maior quan-
to maior for o numero de brotagdes adventicias a emitir. Assim,

antes da emissdo dos brotos, os explantes de K. coriacea formam
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calo, estrutura basicamente responsdvel pela possivel desunifor-
midade genética dos brotos. Se K. coriacea emite brotos adventi-
cios € de se supor, baseando-se nos estudos genéricos de BORNMAN
(1987), que os calos sejam extremamente ricos em meristemdides.U
ma vez expostos a tratamentos com citocininas, benzilaminopurina
(BAP) por exemplo, estes meristemdides desenvolvem-se a meriste-
mas propriamente ditos e estes a brotagdes. Uma observacio visu-
al da presenga destes meristemdides poderd ser conseguida, even
tualmente, examinando-se cortes citoldgicos em calos. Um sincro-
nismo de diferenciagdo dos meristemdides foi notado em K.| coria-
cea, pois, quase a totalidade dos brotos s3o emitidos ce uma sé
vez e este sincronismo é muito semelhante aquele encontrado e
discutido nos trabalhos de BORNMAN & JANSSON (1980), BCORNMAM &
VOGELMAN (1984), THORPE (1988) e VON ARNOLD & HACKMAN (1988) den
tre outros. Uma técnica que se poderia tentar com K. coriacea,co

mo AITKEN-CHRISTIE et alii,1988)fizeram com Pinus radiata, é a

multiplicagdo "in vitro" destes meristemdides, por vdrias cultu-
ras, logo apds a calogénese e antes que Os mesmos iniciem a sua’

diferenciagao em brotos.

K. coriacea mostrou facilidade para a produgio de ca
los. A produgdo de calos tem uma grande importdncia para aqueles
que se interessarem pelo cultivo de células em suspensZo, visto
que, por intermédio deste cultivo K. coriacea poderd, também,
ser micropropagada. Resta aos interessados detectar quais as me=
lhores condigdes para maximizar a calogénese "in vitro", assim
como, a friabilidade dos calos, condigdo sem a qual n3o se conse

guird obter um bom nimero de células ou aglomerados de células
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livres, Estas células livres tém a potencialidade de se desenvol
verem a embrides somaticos e estes, por sua vez, a estruturas
maiores e mais diferenciadas como as brotagdes. As condigdes re-
queridas para um bom desenvolvimento do processo deverdoc ser es-
tudadas experimentalmente. O cultivo de células em suspensdo tem
ainda, uma grande importdncia para os que se dedicarem ao estudo
do metabolismo secunddrio onde sdo formados muitos compostos qui
micos de interesse ao homem. No caso particular de K. coriacea,é
no seu metabolismo secundario que se forma a OSAJAXANTONA, prin-
cipio quimico que se mostrou eficaz cercaricida. Pelo cultivo de
células em suspensdo, com o uso de bioreatores, poder-se-a produ
zir industrialmente este composto, desde que, é claro, tenha se

chegado ao melhor meio de cultura.

No decorrer dos experimentos foli notado uma certa o-
xidagdo, fruto, provavelmente, da liberagdo de fendis pcr parte
des explantes. Esta oxidagd3o, no entanto, n3o foi prejudicial ao
desenvolvimento e crescimento dos mesmos, mas, a medida que a
cultura envelhecia, seus efeitos maléficos se faziam notar. A ta
xa de emissao de novos brotos caiu acentuadamente em condigdes
de oxidagdo maior, em culturas mais velhas (acima de 45 dias) e
algumas mortes de material ocorreram. A intensidade da oxidacdo
variou, de um modo geral, diretamente com o volume de material
vegetal imerso no meio de cultura e, nos tratamentos onde ocor-
reu uma maior formagdo de calos, ela foi maior, Para se  conse-
guir uma cultura "mais limpa", isto é, menos oxidada poder~-se-a
fazer uso de uma série de produtos guimicos ou sintéticos (&cido

citrico, carvdo ativado, PVP, etc), que adsorvem os oxidantes.
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GEORGE & SHERRINGTON (1984) e THORPEL & PATEL (1984) fornecem u-
ma lista sobre os anti-oxidantes, bem como, a maneira como estes

agem na prevengdo da oxidacdo,

Quanto a rizogénese, K. coriacea ndo mostrou muitas
dificuldades. Invariavelmente, todas as raizes emitidas pelas
brotagdes foram a partir de calos que se formaram nas bases des-
tas brotagbes. Um agravante poderd surgir neste tipo de emiss3o
de raizes, visto que, uma perfeita conexdo vascular entre raizes
e brotos pode nd3o acontecer, comprometendo a gualidade da muda.
Fatos concretos da ndo formagdo de tecidos vasculares no sistema
raiz-calo-broto ja foram detectados por WETMORE & RIER (1963) ao
se depararem com a grande quantidade de plantulas invidveis pro-

duzidas pela micropropagagdo de Syringa vulgaris. Serja interes-

sante que, doravante, se fizesse um estudo anatdmico das pléntu-
las de K. coriacea para se determinar a presenga ou n&o da cone-
xdo vascular entre a brotagdio e as raizes, principalmente & ni-

vel do calo,



5. CONCLUSQES

- Uma maximizagdo da proliferagdo de brotos foi con-
seguida com o emprego de 5,0 mg BAP/1 + 0,1 mg NAA/l. A maior ta
Xa de brotos com mais de 1,0 cm foi conseguida em meios desprovi

dos de BAP:

- Segmentos nodais mostraram maior capacidade de pro
dugdo de brotos, em relacdo aos apicais, e ela foi mdxima com o
emprego de 0,5 mg BAP/l. Neste mesmo nivel de BAP foi conseguida

a melhor porcentagem de brotos com mais de 1,0 cm;

- Temperaturas de 27° e BOOC foram as melhores para

© desenvolvimento de K. coriacea, produzindo maiores taxas de
proliferagdo de brotos. Ja a maior porcentagem de brotos com

mais de 1,0 cm ocorreu nestas mesmas temperaturas aliadac aos fo

toperiodos 16/8 e 12/12 h:

- 30 ou 45 g de sacarose administradas ao meio de
cultura cuja concentragdo salina assumiu valores de 1/1 cu 1/2
proporcionaram maior produgdo de brotacdes. Estas mesmas concen-
tragSes de sais do meio de cultura ou 30 g de sacarose/l.levaram

-~

a emissdo de brotos com mais de 1,0 cm:
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- brotos com 4,0 cm de altura apresentaram o maior
nimero de raizes primdrias e o melhor desenvolvimento (tamanho)
das mesmas em presenga de 4,0 mg IBA/1. Independentemente do ta-
manho do broto, este nivel de IBA favoreceu a maior emissio de

raizes secunddrias:

- os niveis de 3,0-6,0 e 9,0 g 4gar/l proporcionaram
a emissdo do maior nimero de raizes primdrias e o melhor cresci-
mento das mesmas, para a concentragdo salina 1/1. Nesta concen -
tragdo de sais, independentemente da densidade do meio, ocorreu

a maior emissdo de raizes secunddrias:

- das faixas de pH estudadas, as 5,4 e 5,7 aliadas a
3,0 g ou 6,0 g dgar/1 promoveram a maior emissio de raizes primd
rias. O melhor desenﬁolvimento destas (maior tamanho) foi conse-
guido nos pH 5,4-5,7 e 6,0 aliados a 3,0 g dgar/l e no pH 5,7 pa
ra 6,0 g dgar/l. A maior emiss3o de raizes secundarias ocorreu

nos pH 5,4 e 5,7 para 3,0 g dgar/l e no pH 5,4 para 6,0 g dgar/1l.



6. RESUMO

A espécie Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferae) é

comum aos cerrados brasileiros e tem sido muito explorada por
causa de sua espessa casca suberificada, Dela se extrai a corti-
ga cujo emprego, sob a forma de placas industrializadas, vem
crescendo dia a dia. K. coriacea produz, também compostos quimi-
cos de interesse farmacoldgico tais como a OSAJAXANTONA ; que mos
trou eficiéncia no combate as cercdrias da schistossomose. Devi-
do a sua extensa exploragdo e a conversi3o dos cerrados em campos
de produgdo agricola, K. coriacea corre o risco de extincdn, co-
mo muitas outras espécies dos cerrados. Procurou-se, através do
presente trabalho, estudar, preliminarmente, o comportamento "in
vitro" desta espécie, bem como, determinar a viabilidade de sua
micropropagagao. Neste contexto, foram testados varios fatores
que, a exemplo do que se tem feito mundialmente em trabalhos de
cultura de tecidos vegetais em espécies florestais, podem influ-
enciar decisivamente no sucesso de sua produgdo em larga escala.
Os testes experimentais para proliferagdo de brotagdes emprega-

ram os seguintes fatores: Benzilaminopurina (BAP - 0,0-0.1-1,0 e
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5,0 mg/1) x dcido naftalenocacético (NAA - 0,0-0,1 e 1,0 mg/l);
segmentos nodais e apicais x BAP (0,0-0,5-1,0-2,0~-4,0 e 8,0 mg/
1); temperatura (21°-24°-27° ¢ 30%) x fotoperiodo (16:8-12:12 e
8:16) e concentracdo de sais (1:1-1:2 e 1:3) x sacarose (0-30-45
=60 e 75 g/1). Os testes experimentais para o enraizamento  das
brotagSes usaram os seguintes fatores: tamanho da brotagdo (2,0
e 4,0 cm) x &cido indolbutirico (IBA - 0,0-1,0-2,0 e 4,0 ng/1) ;
concentragdao de sais (1:1-1:3 e 1:6) x agar (0,0-3,0-6,0 e 9,0
g/1) e pH (5,1-5,4-5,7-6,0 e 6,3) x dgar (0,0-3,0-6,0 e¢ 9,0 g/1).
O meio de cultura bdsico utilizado em todos os testes foi o  de
MURASHIGE & SKOOG (1962) e as avaliacdes foram feitas aos 45
dias de cultivo "in vitro". Nos experimentos de proliferagdo de

”

brotos foram considerados e analisados os dados referentes ao nu
mero médio total de brotac¢Bes produzidas e porcentagem média de
brotagdes com mais de 1,0 cm de altura. J& nos experimentos de
enraizamento, os dados considerados e analisados foram: numero
médio de raizes primdrias emitidas, tamanho médio das raizes pri
’ . - ” - s ” . ~
marias e numero medio de raizes secunddrias. Algumas observagoes
quanto a via preferencial de regeneracdo das brotagdes e a ocor-
réncia de oxidagdo também foram feitas. K. coriacea mostrou maior
emissdo de brotos para 5,0 mg BAP/1 + 0,1 mg NAA/1l., A maior taxa
de brotos com mais de 1,0 cm foi conseguida em meio com concen -
o . . o o
tragoes mais baixas de BAP. Temperaturas de 27 e 30°C foram be-
néficas ao desenvolvimento de K. coriacea. A formagdo de um bom
sistema radicular pode ser conseguido com o emprego de brotacgdes

com 4,0 cm de altura e com a suplementagdo de 4,0 mg IBA/1 ao

meio de cultura. pH 5,4 e 5,7 foram intessantes ao enraizamento
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"in vitro" de brotagdes de K. coriacea assim como 3,0 e 6,0 g &-

gar/l, de um modo geral.



7. SUMMARY

GENERAL ASPECTS FROM THE BEHAVIOR "IN VITRO" OF Kie;meyera
coriacea Martius (Guttiferae): PRODUCTION AND ROOT SYSTEM IN
SHOQOTS.,

The Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferze) specie

is very commum to the brazilian "cerrado" soils and has been
very much explored for its thicker suberized bark, frcm which,

chemicals complex with high pharmacological properties such as,

OSAJAXANTONA, that has showed eficiency in the schistossomose
control. This present work has been trying to study "in vitro"
the behavior that specie, as well as, the viability of its

micropropagation. The experimental assays for proliferation of
shoots used the following: Benzylaminopurina (BAP - 0.0-0.1- 1.0
and 5.0 mg/l) x Naphtaleno-acetic acid (NAA - 0.0-0.1 and 1.0
mg/1l), nodals and apicals segments x BAP (0.0-0.5-1,0-~2,0~-4.0 ard
8.0 mg/l), temperature (21-24-27 and BOOC) X photopericd (16:8-
12:12 and 8:16) and salts concentrations (1l:1-1:2 and 1:3) X
sucrose (0-30-45-60 and 75 g/l). The experimental tests for root

system in shoots used shoot size 12.0 and 4.0 cm) x Indolbutiric
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acid (IBA - 0.0-1.0-2.0-4.0 mg/l), salt concentrations (l:1-1:3
and 1:6) x agar (0.0-3.0-6.0 and 9.0 g/1) pH (5.1-5.4-5.7 - 6.0

and 6.3) x agar (0.0-3.0-6.0-9,0 g/1). The basic culture medium

used in all those experiments was Murashige & Skoog (1962) and
the avaliations were made at 45 days of cultive "in vitro". It
was considerated the shoots experiment proliferation, and its

dates analized for average percentage of shoots with more than
1.0 cm height. For the roots system the dates analized and used
were for average number of primary roots and average number of
secondary roots. K. coriacea showed higher shoots emission in
5.0 mg BAP/1 + 0.1 mg NAA/1l. Higher shoots rate with more than
1.0 cm were obtained in medium with lower BAP concentrations and
temperatures of 27 and 30°C were better for K. coriacea develop-
ment. Good root system formation was obtained using shoots with
4.0 cm height and with the culture medium supplied with 4.0 mg
IBA/1. In general, the pHs of 5.4 and 5.7 were good for the root
system "in vitro" of K. coriacea shoots as well as 3.0 and 6.0 g

agar/1.
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APENDICE 1 - Resumo da andlise de varilncia para micropropaga -
¢do (numero total médio de brotacdes) de K. coria-
cea em diversas concentragdes combinadas de regula

dores de crescimento. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significAncia
BAP 3 2,5200%**
ANA 2 0,1499%**
BAP x ANA 6 0,2717**
Residuo 24 0,0139
Total 35

** P . 0,01. CV = 25,4%,
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APENDICE 2 - Resumo da analise de varidncia para micropropaga -

Gao (numerc total médio de brotagdes) de K. coria-

cea referente aos desdobramentos da interagdo

en-

tre os reguladores de crescimento. ESAL, Lavras/MG,

1990,

Causas de variacgido GL Quadrados médios e significancia
BAP: ANA (0,0 mg/l) 3 0,8266*%*

BAP: ANA (0,1 mg/l) 3 1,2733*%

BAP: ANA (1,0 mg/l) 3 0,9658*%*

Residuo 24 0,0138

ANA: BAP (0,0 mg/1) 2 0,0000

ANA: BAP (0,1 mg/l) 2 0,2721%x*

ANA: BAP (1,0 mg/l) 2 0,0729%

ANA: BAP (4,0 mg/l) 2 0,6202**

Residuo 24 0,0139

*| Pz 9,05

H P 2 0,01,
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APENDICE 3 - Resumo da andlise de varilncia para micreopropaga -

gao (percentagem média de brotacdes com mais de
1,0cm) de K. coriacea em diversas concentragdes can
binadas de reguladores de crescimento. ESAL, La -

vras/MG, 1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significancia
BAP 3 0,9080**
ANA 2 0,2943%%*
BAP x ANA 6 0,1545**
Residuo 24 0,0075
Total 35

** P e 0,01.

CV = 29‘ 2%0
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APENDICE 4 - Resumo da andlise de variincia para micropropaga -

gao (percentagem média de brotagbes com mais de

1,0cm) de K. coriacea referente aos desdobramentos

da interagdo entre os reguladores de crescimento.

ESAL, Lavras/MG,

1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significancia
BAP: ANA (0,0 mg/l) 3 0,8088**

BAP: ANA (0,1 mg/l) 3 0,3053*«*

BAP: ANA (1,0 mg/1) 3 0,1030**

Residuo 24 0,0075

ANA: BAP (0,0 mg/l) 2 0,0000

ANA: BAP (0,1 mg/1) 2 0,7124%*

ANA: BAP (1,0 mg/l) 2 0,0054

ANA: BAP (4,0 mg/l) 2 0,0400%*

Residuo 24 0,0075

* P« 0,05

** P« 0,01,
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APENDICE 5 - Resumo da andlise de varidncia para micropropaga -
¢do (ndmero total médio de brotagdes) de K. coria-
cea com o uso de diferentes explantes e concentra-

¢Ses de benzilaminopurina (BAP). ESAL, Lavras/MG

I

1990.
Causas de variagao GL Quadrados médios e significancia
BAP 5 1,7204%*
Explante 1 0,088s*
BAP x explante 5 0,4928**
Residuo 24 0,0119
Total 35
* Pe< 0,05, cv = 17,8%.

** Pbg 0,01,
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APENDICE 7 - Resumo da andlise de variincia para micrcpropaga -
gdo (percentagem média de brotacdes com mais de
lcm) de K. coriacea com o uso de diferentes explan
tes e concentragdes de benzilaminopurina (BAP).

ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgao GL Quadrados médios e significancia
BAP 5 1,8086%*%*

Explante 1 0,0028

BAP x explante 5 0,1370**

Residuo 24 0,0174

Total 35

¥ P| < 09,05 CV = 16,3%.

= Pl < #0,01.
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Resumo da andlise de varidncia para micropropaga -
Gao (percentagem média de brotagdes com mais de
1,0cm) de K. coriacea referente aos desdobramentos
da interagdo entre explantes e benzilamincpurina.

ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagdo GL Quadrados médios e significincia
BAP: segmento nodal 5 0,9558**
BAP: segmento apical 5 0,9898**
Residuo 24 0,0174
Explante: BAP (0,0mg/1) 1 0,0864*
Explante: BAP (0, 5mg/l) 1 0,0104
Explante: BAP (1,0mg/l1) 3 0,5460**
Explante: BAP (2,0mg/l) 1 0,0451
Explante: BAP (4,0mg/1) 1 0,0000
Explante: BAP (8,0mg/l) 5 0,0000
Residuo 24 0,0174

* P e 0;05

** P« 0,01.
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AFENDICE 9 - Resumo da andlise de varidncia para micrcpropaga -

¢do (numero total médio de brotagdes) de K. coria-

cea com o uso de diferentes temperaturas e fotope-

riodos. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgdo GL Quadrados médios e significlncia
Temperatura 3 1,4096**

Fotoperiodo 2 0,0278

Temp. x fotoperiodo 6 0,0600

Residuo 24 0,0311

Total 35

X ple 0;01.

CV = 12,9%.
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APENDICE 10 - Resumo da andlise de variincia para microrropaga-
Gao (percentagem média de brotagdes com mais de
1,0cm) de K. coriacea com o uso de diferentes tem

peraturas e fotoperiodos. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgdo GL Quadrados médios e sigrnificancia
Temperatura 3 2,0582*%*

Fotoperiodo 2 1,4818%%

Temp. x fotoperiodo 6 0,2516%%*

Residuo 24 0,0359

Total 35

** Pl 0,01, CV = 12,0%.
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APENDICE 11 - Resumo da andlise de varilncia para microprcpaga-

Gdo (percentagem média de brotacBes com mais

de

1,0cm) de K. coriacea referente aos desdcbramen -

tos da interagdo entre temperatura e fotoperiodo.

ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagdo GL Quadrados médios e significancia
Fotoperiodo: 21°%¢ 2 0,0304

Fotoperiodo: 24°¢ 2 0,6208%%*
Fotoperiodo: 27°%c 2 1,4332%%*
Fotoperiodo: 30°C 2 0,1526%

Residuo 24 0,0359

Temperatura: 16/8 hs 3 1,0546%%*
Temperatura: 12/12hs 3 0,7681**
Temperatura: 8/16hs 3 0,7387**

Residuo 24 0,0359

XU P .4 0,05

£Xx P 0501 .
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APENDICE 12 - Resumo da andlise de variincia para microgropaga-

¢do (numero total médio de brotacdes) de K. coria

cea em diversas concentragdes de sacarose e de

sais no meio. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagdo GL Quadrados médios e signifizancia
Sacarose 4 1,0859%*%*

Sais 2 0,3411*~*

Sacarose X sais 8 0,1926*%*

Residuo 30 00,0237

Total 44

** P < 0,01. CV = 23,8%.
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APENDICE 13 - Resumo da andlise de variincia para micropropaga-

¢do (numero total médio de brotagdes) de K.coria-

cea referente aos desdobramentos da interagdo en-

tre concentragdes de sacarose e sais. ESAL, La -

vras/MG, 1990.

Causas de variagao GL Quadrados médios e significéncia
Sacarose: sais (1/1) 4 0,4835**
Sacarose: sais (1/2) 4 Q,7475%%*
Sacarose: sais (1/3) 4 0,2403**
Residuo 30 0,0237
Sais: sacarose (15q) 2 0,0114
Sais: sacarose (30g) 2 0,1895**
Sais: sacarose (45g) 2 0,2384*%*
Sais: sacarose (60g) 2 0,6724%%
Sais: sacarose (75qg) 2 0,0000
Residuo 30 00,0237

wk D 0,;0):



132

APENDICE 14 - Resumo da andlise de variancia para micrcpiropaga-

gao (percentagem média de brotagdes com mais de

1,0cm) de K. coriacea em diversas concentragdes

de sacarose e sais no meio. ESAL, Lavras/MG, 1990

Causas de variagio GL Quadrados médios e siguificaincia
Sacarose 4 1,0114*=*

Sais 2 0,3345%x*

Sacarose x sais 8 00,0667

Residuo 30 0,0387

Total 44

** Pl 0,01,

CV = 45,4%.
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APENDICE 15 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (numero médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, com diferentes tama -
nhos e em concentragdes variadas de acido indolbu

tirico (IBA). ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgdo GL Quadrados médios e sigrificincia
IBA 3 1,1752%%

Tamanho da brotagdo 1 0.,1803*

IBA x tam. da brotagdo 3 0,3034%*

Residuo 16 0,0402

Total 23

* RB< 0,05

cv 17,6%.

** B e 0,01,
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APENDICE 16 - Resumo da andlise de varilncia para enraizamento

de brotagdes "in vitro" (nimero médio de raizes
primdrias) de K. coriacea referente aos desdobra-
mentos da interagdo entre tamanho da brctacio e

acido indolbutirico (IBA). ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significlncia
IBA: tamanho (2,0cm) 3 0,4875%%*

IBA: tamanho (4,0cm) 3 0,9911*%*

Residuo 16 0,0402

Tamanho: IBA (0,Omg/l) 1 0,1121

Tamanho: IBA (1,0mg/l) 1 0,7704%**

Tamanho: IBA (2,0mg/l) 1 0,0171

Tamanho: IBA (4,0mg/1) 3 0,1908%

Residuo

16 0,0402

¥ P K 0,08

¥ Pk 0,01
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APENDICE 17 - Resumo da andlise de varifncia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (tamanho médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, com diferentes tama -~
nhos e em concentragdes variadas de &cido indolbu

tirico (IBA). ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significancia
IBA 3 0,8715*

Tamanho da brotagdo 1 4,5938*%%*

IBA x tam. da brotacgao 3 3,6215%%*

Residuo 16 0,1667

Total 23

* Pz 0,05 CV = 13, 7%.

** P < 0;01.
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APENDICE 18 - Resumo da andlise de varidncia para enra.izamento

de brotagdes "in vitro" (tamanho médio de raizes

primarias) de K. coriacea referente aos desdobra-

mentos da interagdo entre tamanho da brotacdo e a

cido indolbutirico (IBA). ESAL, Lavras/MC, 1990.

Causas de variacido GL Quadrados médios e significancia
IPA: tamanho (2,0cm) 3 3,6875%%*

IBA: tamanho (4,0cm) 3 0,8056%*

Residuo 16 0,1667

Tamanho: IBA (0,0mg/l) i 0,1042%

Tamanho: IBA (1,0mg/l) 1 00,0000

Tamanho: IBA (2,0mg/1) 1 5,0417%*

Tamanho: IBA (4,0mg/1l) 1 9,3750%%

Residuo 16

* P< 0,05

%k P g 0,01,
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APENDICE 19 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (numero médio de raizes
secundarias) de K. coriacea, com diferentes tama-
nhos e em concentragdes variadas de acido indolbu

tirico (IBA). ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagao GL Quadrados médios e significancia
IBA 3 0,3216*

Tamanho da brotagédo a3 0,2752

IBA x tam. da brotacgdo 3 0,;1758

Residuo 16 0,0711

Total 23

*IP< 0,05, CcV = 12,8%.
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APENDICE 20 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (numero médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, em diversas concentra-

Goes dos sais e de agar no meio. ESAL, Lavras/MG,

1990.
Causas de variagado GL Quadrados médios e significincia
Agar 3 1,5746**
Sais 2 2,1917*%*
Agar x sais 6 0,2761**
Residuo 24 0,0404
Total 35

Cv = 15,6%.
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APENDICE 21 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento

de brotagdes "in vitro" (numero médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, referente aos desdobra
mentos da interagdo entre as concentragdes dos

sais e de agar. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacio GL Quadrados médios e significlncia
Agar: sais (1/1) 3 1,3839*%%*

Agar: sais (1/3) 3 0,5925%*

Agar: sais (1/6) 3 0,1454%

Residuo 24 0,0404

Sais: &gar (0,0g/1) 2 0,0000

Sais: &gar (3,0g/1) 2 0,7957*%

sais: dgar (6,0g/1) 2 1,0283%%*

Sais: agar (9,0g/1) 2 1,1961%%*

Residuo 24 0,0404

* P 0,08

T PL 001,
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APENDICE 22 - Resumo da andlise de varilncia para enraizamento

de brotagdes "in vitro" (tamanho médio de raizes

primarias) de K. coriacea, em diversas concentra-

GOes dos sais e de agar no meio. ESAL, lavras/MG,

1990

Causas de variacgao GL Quadrados médios e sigrificlncia
Agar 3 0,4989**

Sais 2 0,9400%**

Kgar x sais 6 0,1583%%*

Residuo 24 0,0169

Total 35

P& 9,01,

CV = 24 ,4%.
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APENDICE 23 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento
de brotagOes "in vitro" (tamanho médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, referente aos desdobra
mentos da interagdao entre as concentragoses dos

sais e de agar. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgéo GL Quadrados médios e sigrificlncia
Kgar: sais (1/1) 3 0,5390%*

Agar: sais (1/3) 3 0,2431%%

Agar: sais (1/6) 3 0,0275

Residuo 24 0,0169

Sais: agar (0,0g/1) | 2 0,0000

Sais: dgar (3,0g/1) 2 0,3079**

Sais: agar (6,0g/1) 2 0,3369%*

Sais: agar (9,0g/1) 2 0,7702%*

Residuo 24 0,0169

** B < 0,01,
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APENDICE 24 - Resumo da analise de varilncia para enraizamento
de brotages "in vitro" (numero médio de raizes
secunddrias) de K. coriacea, em diversas concen -

tragdes dos sais e de agar no meio. ESAL, Lavras/

MG, 1990.
Causas de variaclo GL Quadrados médios e significlncia
Agar 3 0,0837
Sais 2 0,03042*%*
Agar x Sais 6 0,0513
Residuo 24 D313
Total 35

tx P< 0,01, Cv = 18,9%.
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APENDICE 25 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento

de brotagbes "in vitro" (nimero médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, em diferentes pH e ni-

veis de agar no meio. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagao GL Quadrados médios e significlncia
pH 4 1,1296%%*

Kgar 3 5,9843%%

PH x agar 12 0,3655**

Residuo 30 00,0799

Total 59

** P < 0,01.

C\" = 16, 7%.
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APENDICE 26 - Resumo da andlise de varidncia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (nimero médio de raizes
primarias) de K. coriacea, referente aos desdobra
mentos da interagdo entre o pH e os niveis de 4&-
gar. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacio GL Quadrados médios e significlncia

pH: agar (0,0mg/1) 4 0,0000

pH: &gar (3,0mg/1) 4 1,4518%*

pH: agar (6,0mg/l) 4 0,7348*%*

pH: dgar (9,0mg/1) 4 0,0397

Residuo 30 0,0799

Agar: pH (5,1) 3 0,3219*

Agar: pH (5,4) 3 2,5147%*

Kgar: pH (5,7) 3 2,5444**

Agar: pH (6,0) 3 0,9674%%*

Kgar: pH (6,3) 3 1,0982*%*

Residuo 30 0,0799

¥ P<€ 0,08

¥ P £ 0,01
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APENDICE 27 - Resumo da andlise de varilncia para enraizamento

de brotagbes "in vitro" (tamanho médio de raizes
primdrias) de K. coriacea em diferentes pH e ni-

veis de agar no meio. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacédo GL Quadrados médios e significlncia
pH 4 0,3481**

Agar 3 2,4888%*

pH x agar 12 0,2199**

Residuo 30 0,0248

Total 59

** pie 0,01,

CVv = 21,0%.
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APENDICE 28 - Resumo da andlise de varifincia para enraizamento
de brotagdes "in vitro" (tamanho médio de raizes
primdrias) de K. coriacea, referente aos desdobra
mentos da interagdo entre o pH e os niveis de &-

gar. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variagdo GL Quadrados médios e significancia
pi: agar (0,0Omg/1) 4 0,0000
pH: agar (3,0mg/l) 4 0,7346%*
pH: agar (6,0mg/l) 4 0,2573*x%
pH: agar (9,0mg/l) 4 0,0159
Residuo 30 0,0248
Agar: pH (5,1) 3 0,4530%*
Kgar: pH (5,4) 3 0,6326**
Agar: pH (5,7) 3 1,1679*%*
Agar: pH (6,0) 3 0,7451%*
Agar: pH (6,3) 3 0,3696**
Residuo 30 0,0248

** P ¢ 0,01,
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APENDICE 29 - Resumo da andlise de varifdncia para enrvaizamento

de brotagdes "in vitro" (numero médio de raizes
secunddrias) de K. coriacea, em diferentes pH e

niveis de dgar no meio. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacdo GL Quadrados médios e significincia
pH 4 0,4278%*

Agar 3 0,8907**

pPH x agar 12 0,1738*

Residuo 30 0,0653

Total 59

* B £ 0,05

¥% Pl 2 0;01.

CV = 18,2%.

Il
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APENDICE 30 - Resumo da analise de varidncia para enraizamento

de brotagdes "in vitro" (numeroc médio cde raizes
secunddrias) de K. coriacea, referente aos desdo-
bramentos da interagdo entre o pH e os niveis de

dgar. ESAL, Lavras/MG, 1990.

Causas de variacgdo GL Quadrados médios e sicnificAncia
pH: agar (0,0mg/l1) 4 0,0000
pH: dgar (3,0mg/l1) 4 0,5116%%*
pH: 3gar (6,0mg/l) 4 0,3656%*
pH: agar (9,0mg/l) 4 0,0721
Residuo 30 0,0653
Agar: pH (5,1) 3 0,0300
Agar: pH (5,4) 3 0,8429%%*
Agar: pH (5,7) 3 0,4043**
Agar: pH (6,0) 3 0,1454
Agar: pH (6,3) 3 0,1633
Residuo 30 0,0653

** PL& 0,000





