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INTRODUÇÃO

As espécies arbóreas de interesse
econômicoconstituemumdosgrupos
mais sujeitos à depredaçãodevido ao
seuextrativismodesordenado.Portan-
to,oestudopropagativopor sementes
ou por métodos assexuados é extre-
mamente importantenoresgateecon-
servaçãodavariabilidadegenéticades-
tas espécies. Neste sentido, investiga-
ções a respeito de espécies florestais,
de rápido crescimento, têmavançado
constantemente, sobretudonoque se
refere à multiplicação rápida de uma

determinadacultivareauniformização
de atributos tecnológicos damadeira.
Dessemodo, autilizaçãodaculturade
tecidos apresenta-se como uma im-
portante ferramenta quando se pre-
tende multiplicar vegetal promissor,
assim como diminui a pressão e o
predatismo sobre as florestas.

Nosúltimos anos, a técnica de cul-
tura de tecidos vegetais in vitro tem
sidoaplicadaparapropagaremultipli-
car plantas lenhosas (Sommer eWet-
zstein,1984) através do uso de calos,
órgãos, célulaseculturasdeprotoplas-
tos com resultados satisfatórios, não
diferindo muito dos tipos utilizados
para outras espécies de plantas. O
potencial deobtermaioresemelhores
plantas mediante técnicas de clona-
gem, se origina da capacidade do ex-
plante (pequena parte do tecido) em
capturar os componentes genéticos
aditivos enãoaditivos (Assis, 1996) ao
ser colocado em condições físicas e
químicas artificiais (Serra, 1999) indu-
zindo o vegetal a promover seu me-
lhor desenvolvimento e crescimento.

Amicropropagaçãoatualmentetem
sido muito utilizada, principalmente
com a finalidade de clonar árvores
selecionadas para o melhoramento
genético (PasqualeBarros, 1991),pro-
duçãoem largaescala visandoo reflo-
restamento, revitalizaçãode áreas de-
pauperadaseproduçãobioenergética.
Esta estratégia de desenvolvimento
possui vantagens de prevenir a disse-
minação de pragas e doenças de uma
geraçãopara outra, obter umnúmero
elevado de plantas num curto espaço
de tempo (Souza et al., 1995), do

Figura 1 � Fluxograma dametodologia
adotada para indução de brotações de paricá
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mesmo modo que propicia a
conservaçãodos recursos natu-
rais,manutençãodopatrimônio
genéticoedabiodiversidade(Go-
mes, 1987). Grattapaglia e Ma-
chado (1990) destacam a técni-
cacomoamaisdifundida,preci-
sa e concreta.

Oparicá(Schizolobiumama-
zonicum) é, preferencialmente,
propagadopor semente, é uma
espécie rústica pouco exigente
em adubação e de fácil adapta-
ção em diversos tipos de solo,
razão pela qual vem sendobas-
tante cultivada. Árvore de gran-
deportechegandoaalcançaraté
30 m de altura. Sua madeira é
branca,mole e leve, sendoutili-
zadana fabricaçãode forros,pa-
litosde fósforos,papel, compen-
sados,pastadecelulose, lamina-
dosdealtaqualidade(Meloetal,
1983). No entanto, tem sido ob-
servadoqueexistegrandedesu-
niformidade nos plantios. Sendo as-
sim,aculturadetecidosaparececomo
alternativaquepossibilitaaprodução
de dezenas ou centenas de mudas,
uniformes, a partir de uma semente
ou matriz selecionada (Melo et al,
1998)

No contexto, o presente trabalho
tevecomoobjetivoavaliaroefeitode
reguladores de crescimentona indu-
ção de brotações de Schizolobium
amazonicum a partir de segmentos
nodaisdeplântulas assépticasgermi-
nadas in vitro, com a finalidade de
micropropagar a espécie.

MATERIAL E MÉTODOS

1-LOCALDECONDUÇÃO
DOESTUDO

Asatividades foram realizadasno
LaboratóriodeRecursosGenéticos e
BiotecnologiadaEmbrapaAmazônia
Oriental,Belém-Pará, conformemos-
trado na figura 1. Foram utilizados
explantesdeplântulasassépticas cul-
tivadas invitro. As sementes depari-
cá utilizadas foram doadas pela em-
presaTramontinaBelémS.A.

2-SUPERAÇÃODEDORMÊNCIA
E ASSEPSIA DAS SEMENTES

Com base nos resultados de ex-
perimentos anteriores, para supera-
ção de dormência e favorecimento
do rápidometabolismodegermina-
ção, as sementes de paricá foram
imersas em água por umperíodo de
24horas eemseguida foi realizadoo
desponte, ou seja, as sementes sofre-
ram um pequeno corte na região
lateral do tegumento.

No processo de assepsia, as se-
mentes foram lavadas em água cor-
rente por quinze minutos e imersas
em álcool a 70% por um minuto e
depois emsoluçãodehipocloritode
sódio (NaOCl) a3%pordezminutos,
sendocincominutosdeagitação.Em
seguida, lavadas três vezes comágua
destiladaeautoclavada.Posteriormen-
te, acondicionadas sobre um papel
toalha, em placas de Petri, previa-
mente esterelizada. O processo de
desinfestaçãodas sementes foi reali-
zado emambiente asséptico.

3- FONTEDE EXPLANTE

Para germinação das sementes,
utilizou-semeiodeculturacomposto
de 0,1% de polyvinylpyrrolidone
(PVP)e0,6%agar,naausênciadesais
e reguladordecrescimento,determi-
nadocomoeficiente emexperimen-

tos anteriores de germinação.
Omeio de cultura foi ajustado
a um pH de 5,8 utilizando-se
NaOH(hidróxidode sódio) e/
ou HCl (ácido clorídrico) em
solução0,5N.Omeiodecultu-
ra foidistribuídonaquantidade
de 40ml por frasco. A autocla-
vagem foi realizada a 121°C
durante 15minutos.

Posteriormente, as semen-
tes foram inoculadas uma em
cada frasco e levadaspara sala
de incubação, sob condições
de cultivo de 16 horas de luz
com uma irradiância de
25µmol.m-2.s-1,porumperíodo
de quinze dias. Após a germi-
nação e desenvolvimento, as
plântulasobtidasserviramcomo
fonte de explantes primário,
sendoossegmentosnodaisuti-
lizados como propágulos ve-
getativosparaexperimentosde
micropropagação (Figura2).

4- MULTIPLICAÇÃO IN VITRODE
SEGMENTOS NODAIS DE PARICÁ

Omeiode cultura básicoutilizado
neste experimento foi compostopelo
meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
modificado acrescido com 0,1% de
ácido ascórbico, 3g/L de sacarose e
0,6%deAgar. Omeio de iniciação foi
suplementadocomtrêsconcentrações
deBAP (6-benzilaminopurina) eduas
concentrações de KIN (Cinetina). As
seguintes concentrações foram testa-
das:BAP (4,43; 8,87 e 13,31  ìM) e KIN
(9,29 e 11,61 ìM).

O pH dos meios foi ajustado para
5,8 utilizando-se NaOH e/ou HCl em
solução1N.Emseguidaforamdistribu-
ídos10mldemeiodeculturaemtubos
de ensaio de 20 x 150 mm. Posterior-
mente, os tubos foram tampados com
papel alumínio e lacrados com filme
plástico do tipo pvc. Em seguida foi
realizadaesterelizaçãoemautoclavea
pressão de 1,2 atm e temperatura de
121°C, por 15 minutos.

Paraocontroledaoxidação,ecalo-
gênese a concentração de nitrato de
amônio (NH

4
NO

3
) domeio básico foi

reduzida à metade, indicada como
melhor concentração emexperimen-
to anterior. Para equacionar oproble-

Figura 2 -Aspecto da plântula de paricá após 7
diasde inoculação. EmbrapaAmazôniaOriental,
Belém � PA. 2002
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madaoxidaçãoalémdoprocedimen-
to citado, cada um dos segmentos
nodais foi imersoemsoluçãocontendo
ácido ascórbico a 0,1%por 5minutos,
antesda inoculação.

Emcâmarade fluxo laminar,previ-
amentedesinfectadacomálcoola70%,
os segmentosnodais (explantes) com
aproximadamente 0,5 a 1,0 cm de
comprimento foram inoculados em
posiçãohorizontal, sendoumemcada
tubode ensaio. Após a inoculação, os
tubos foram tampadose lacrados con-
formedescritoanteriormente.Confor-
me estabelecido em experimentos
anteriores, o cultivo foi mantido na
ausênciade luznos seteprimeirosdias
e posteriormente nas mesmas condi-
çõesdecultivoutilizadoparagermina-
ção das sementes.

As brotações obtidas foram indivi-
dualizadasecolocadasparamultiplica-
çãonomelhor tratamentoobservado.
Posteriormentesubcultivadasemmeio
MScomasconcentraçõesdesais redu-
zidasametade, semreguladordecres-
cimento, nas mesmas condições do
experimento citadoanteriormente.

Brotoscomtamanhovariandode2
a 3 cm foram transferidos para omeio
deculturadeenraizamento composto
domeioMScomametadedasconcen-
trações de sais suplementado com3g
de sacarose e 6 mg/L de AIB (ácido
indolbutírico).

5- CONDIÇÃODO CRESCIMENTO
E PARÂMETROS AVALIADOS

Apósosétimodia,asculturas foram

levadaspara sala de crescimento sob
condições de cultivo por 16 horas
diárias de luz a 25 + 1°C de tempera-
tura, e irradiância de 25µmol.m-2.s-1.

Aavaliaçãofoi realizadaaofinalde
vinte dias de cultivo, coma observa-
ção do número e comprimento de
brotos, presençade calos eoxidação
porexplante.Asvariáveisnúmerode
brotações, foram transformadas

pela e a variável de resposta

comprimento,nãosofreu transforma-
ção. Estas duas variáveis foramanali-
sadas através da análise de variância
comparando as médias pelo teste
SNK. Para a presença de calos e oxi-
dação, foi realizada avaliação visual,
queconsistiu emobservar aocorrên-
ciadecalose freqüênciadeoxidação,
nãosendorealizadoanáliseestatística
para essas duas variáveis.

Odelineamentoexperimentaluti-
lizadofoiinteiramentecasualizadocom
cinco tratamentosequatro repetições

sendo cada unidade experimental
constituídadecinco tubosdeensaio
com um explante por tubo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

1-COMPORTAMENTO INICIAL
DOSEXPLANTES

A análise de variância feita para
as variáveis, númeromédio e com-
primento de brotaçõesmostrou in-
teração significativa ao nível de 5%
de probabilidade, entre as citocini-
naseconcentraçõesdosmesmos.O
efeito benéfico das citocininas na
multiplicaçãodebrotações relacio-
na-se coma influência desses regu-
ladores de crescimento na divisão
celular e na liberação das gemas
axiliares, emitidaspela dominância
apical.

Os tratamentos que resultaram
emmaior número médio de brota-
ções foramaqueles suplementados
com 13,31 µmol de BAP e 11, 61
µmol de KIN no meio de cultura,
com médias de 2,14 e 1,18 brotos
por explante, respectivamente. As
baixas taxas de multiplicação obti-
das no presente trabalho provavel-
mente estejam relacionadas com a
característicadaprópriaplanta.

Resultados similares foram en-
contrados por Andrade et al (2000)
napropagaçãodearoeira (Myracro-
drunurundeuvaFr.All)queconse-
guiram apenas um broto por ex-
plante. Estes resultados coincidem
tambémcomos registradosporPas-
qual e Barros (1992) em segmento

Figura 3 - A � Aspecto de formação de: brotação (a); calos (b) e
lenticelas (c). B � Detalhe de: brotações (a); formação de calos (b)
início de oxidação (d). Embrapa Amazônia Oriental, Belém � PA. 2002

TABELA 1-Média do número e comprimento de brotos em função das
concentrações dos reguladores de crescimento BAP e KIN

MÉDIAS
Meios de Cultura

MS + 4,43 µMol BAP
MS + 8,87 µMol BAP
MS + 13,31 µMol BAP
MS +    9,29  µMol KIN
MS + 11,61 µMol KIN

Número
dos Brotos.

1,77 b
1,87 b
2,14 a
1,2 c
1,8 b

Comprimento
dos Brotos (cm)

0,86 a
0,71 b
0,53 c
0,72 b
0,42 c

Medidas seguidas da mesma letra, nas colunas, não diferem entre si pelo teste
SNK ao nível de 0,05 de probabilidade
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caulinar de barbatimão (Strynoden-
dron adstringens (Mart.); Arello e
Pinto (1993) com o pau santo (Kiel-
meyeracoriacea,Martius).

Osresultadosmostraramumaten-
dência no aumento do número de
brotos (1,77 a 2,14 com BAP; 1,12 a
1,18 com KIN) produzidos por ex-
plante quando se elevam as dosa-
gens dos reguladores de crescimen-
to, insinuando que provavelmente
maiores concentrações poderiam
apresentar maiores taxas de brota-
ções. De acordo com Pierik (1990),
altas concentraçõesdecitocininas (1
a 10 mg.L-1) no meio de cultura
podem induzir a formaçãodebrotos
adventícios, porém normalmente o
enraizamento tende a ser inibido.

Para o comprimento, houve res-
posta inversa tantoparaoBAPquan-
to para a KIN, ou seja, amedida que
aumentava-se as concentra-
çõesdos reguladoresdecres-
cimentomenor eraocompri-
mento. Esta tendência de di-
minuiçãodocomprimentoda
brotaçãopodeestádiretamen-
te ligada às altas concentra-
çõesdos reguladoresdecres-
cimento, vistoqueascitocini-
nas estimulamadivisão celu-
lar induzindoamultiplicação
de brotos, entretanto inibem
o crescimento dos mesmos.
George (1993); Garttapaglia
eMachado(1998)relatamque
a partir de uma determinada
concentraçãoocorreumefei-
to inibidor, que secaracteriza
pela faltadealongamentodas
culturas, engrossamento ex-
cessivo dos caules e vitrifica-
çãogeneralizadadasculturas.
ATabela1, sumarizaos resul-
tados dasmédias obtidas para o nú-
mero e comprimento de brotos por
tratamento.

Com a redução na concentração
do nitrato de amônio para metade;
imersão dos explantes em solução
antioxidante antes da inoculação; e
incubação inicial no escuro houve
diminuição na percentagem de oxi-
daçãonos explantes, todavianão foi
possívelevitá-latotalmente.Estacons-
tataçãocomprovaquemesmocoma
utilização de pré-tratamentos e mo-

dificaçãonomeioMS,oparicá libera
substâncias oxidantes. De acordo
com Andrade et al (2000), plantas
lenhosasacumulampolifenóisepro-
dutos de oxidação comomelanina,
suberina, lignina, cutinaecaloseem
tornodasuperfícieexcisada,osquais
modificamacomposiçãodomeiode
cultivo eda absorçãodosmetabóli-
tos, o que, em muitos casos, pode
dificultar oprocessodepropagação
in vitro.

No caso da calogênese tem sido
reportadoquea incubação inicialda
culturanoescurodiminuiaoxidação
nosexplantesmaspropicia a forma-
ção de calos. A presença de calos
friáveis se fez sentir com menor
freqüência,entretanto,àmedidaque
se aumentou a concentração dos
reguladoresmaior a incidência des-
tes. SegundoGarttapaglia eMacha-

do (1990) é comum a formação de
calos,nabasedosexplantes,quando
são cultivados em altas doses de
reguladores de crescimento, com-
prometendoa rizogêneseeocresci-
mento da parte aérea. Assim, a for-
mação de calos no paricá deve-se,
provavelmente,aodesbalanceamen-
tonosníveisde fitohormôniosconti-
dos nos explantes.

O aparecimento das brotações
ocorreu após seis dias do início do
cultivo. Com vinte dias, 86% dos

explantes apresentavam brotações.
Durante o período de três semanas
foramobservadospresençade calos
friáveis, de lenticelas e o início de
oxidaçãonos explantes (Figura 3Ae
3B), sendonecessário fazer limpeza
domaterial vegetal eposterior trans-
ferência dos brotos para novo meio
decultura.

Deve-se ressaltar que os regula-
doresdecrescimento sãocapazesde
produzir respostasdegrandemagni-
tude, regulandoedeterminando res-
postas bioquímicas, fisiológicas ou
morfogenéticas dos tecidos, o que
geralmente varia de acordo com a
espécie, demodoque, as condições
de cultivo, concentrações e tipo de
reguladores de crescimento devem
ser ajustadospara cada espécie e até
mesmo para cada cultivar (Zimmer-
man, 1981).

2- SUBCULTIVOSDE
BROTAÇÕES

As brotações foram indivi-
dualizadase inoculadasnome-
lhor tratamento obtido no ex-
perimento citadoanteriormen-
te (MSmodificado+13,31µmol
deBAP).Este tratamentoaliado
aos procedimentos para redu-
çãodeoxidaçãoecalospassou
ser utilizado para o estabeleci-
mento in vitro do material a
partir de segmentos nodais de
paricá.Outraconstataçãonamul-
tiplicação foi que o número
médio de brotos obtidos nos
subcultivos, se apresentou se-
melhante ao do cultivo inicial,
ou seja, 2,14brotosporexplan-
te.

A transferência dos brotos
para o meio MS, com a metade das
concentrações de sais e na ausência
dereguladordecrescimento, induziu
ummaior crescimentodosmesmos,
possibilitandoamanutençãoda cul-
tura. Este processo demonstra que a
presença de citocinina em subculti-
vosdeveserevitada,poiso regulador
emexcessoacabapor inibiroalonga-
mentodosbrotos.

Com quarenta e cinco dias de
cultivo as brotações apresentavam-
sebem formadas com tamanhovari-

Figura 4 - Desenvolvimento de brotação de paricá
in vitro cultivada em ½ MS com 13,31 µmol de BAP
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ando de 2 a 3 cm de comprimento,
entretanto com a presença de oxida-
ção na base do explante. Com esta
performance,asbrotações foramtrans-
feridas para o meio de enraizamento
(Figura 4).

Aos sessentadiasdecultivo, apósa
transferênciadasbrotaçõesparaomeio
decultura suplementadocomauxina,
foiobservadoosurgimentodeprimór-
dios de raízes adventícias na parte
basilardosbrotos, todaviaaindanãose
apresentamsuficientesparamanuten-
ção da cultura. Certas espécies, entre
asquaisestãomuitasplantas lenhosas,
apresentaminúmerosmecanismosque
podemcontribuirparaa falhaouretar-
damentona induçãode raízes. Segun-
do Normanly (1997) espécies lenho-
saspodemapresentaraltaatividadede
enzimas que inativam a auxina por
degradaçãooxidativaoupor conjuga-
ção,afetandosobremaneiranoproces-
so de rizogênese.

CONCLUSÕES

• O regulador de crescimento BAP é
maiseficientenaconcentração13,31
µmolproporcionandomaiornúme-
ro de brotos in vitro de paricá;

• A Cinetina é menos eficiente na
proliferaçãodebrotaçõesdeparicá;

• Ocomprimentodasbrotaçõesdimi-
nui comoaumento das concentra-
ções de BAP e Cinetina e

• Houve redução substancial de oxi-
dação e de calos na presença do
meioMS (½NH

4
NO

3
)
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