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INTRODUCAO

As espécies arbéreas de interesse
econdmico constituem um dos grupos
mais sujeitos a depredacao devido ao
seu extrativismo desordenado. Portan-
to, o estudo propagativo por sementes
ou por métodos assexuados € extre-
mamente importante no resgate e con-
servagao da variabilidade genética des-
tas espécies. Neste sentido, investiga-
coes a respeito de espécies florestais,
de rapido crescimento, tétm avancado
constantemente, sobretudo no que se
refere 2 multiplicacio ripida de uma

Preparo e assepsia das sementes

-Imerstio em dgua/ 24h;

-Desponte;

-Lavagem com dgua corrente;
-Imerséo em dlcool 70%/1min;
-Imersdio em NaOCl 3%/10min;
Lavagem em dgua esterelizada (3x).

Plantulas in vitro
(Segmentos nodais)

-Excisdo dos explantes;

-Inoculagdo em meio de cultura MS modificado,
suplementado com BAP e KIN;

-PH5,8.

Brotagdes

Condicges de cultivo:
-Temperatura 25°C +;
-Fotoperiodo 16h de luz;
-Irradidncia de 25umol.m®. s

Figura 1 — Fluxograma da metodologia
adotada para inducio de brota¢oes de parica
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determinada cultivar e a uniformizacio
de atributos tecnolégicos da madeira.
Desse modo, a utiliza¢io da cultura de
tecidos apresenta-se como uma im-
portante ferramenta quando se pre-
tende multiplicar vegetal promissor,
assim como diminui a pressio e o
predatismo sobre as florestas.

Nos tltimos anos, a técnica de cul-
tura de tecidos vegetais in vitro tem
sidoaplicada para propagar e multipli-
car plantas lenhosas (Sommer e Wet-
zstein, 1984) através do uso de calos,
orgaos, células e culturas de protoplas-
tos com resultados satisfatérios, nao
diferindo muito dos tipos utilizados
para outras espécies de plantas. O
potencial de obter maiores e melhores
plantas mediante técnicas de clona-
gem, se origina da capacidade do ex-
plante (pequena parte do tecido) em
capturar os componentes genéticos
aditivos e ndo aditivos (Assis, 1996) ao
ser colocado em condicoes fisicas e
quimicas artificiais (Serra, 1999) indu-
zindo o vegetal a promover seu me-
lhor desenvolvimento e crescimento.

A micropropagacio atualmente tem
sido muito utilizada, principalmente
com a finalidade de clonar arvores
selecionadas para o melhoramento
genético (Pasqual e Barros, 1991), pro-
ducao emlarga escala visando o reflo-
restamento, revitalizacio de dreas de-
pauperadas e producio bioenergética.
Esta estratégia de desenvolvimento
possuivantagens de prevenir a disse-
minacao de pragas e doencas de uma
geracio para outra, obter um ndmero
elevado de plantas num curto espaco
de tempo (Souza et al., 1995), do



mesmo modo que propicia a
conservacao dos recursos natu-
rais, manutencao do patriménio
genético e dabiodiversidade (Go-
mes, 1987). Grattapaglia e Ma-
chado (1990) destacam a técni-
ca como a mais difundida, preci-
sa e concreta.

O parica (Schizolobium ama-
zonicum) é, preferencialmente,
propagado por semente, ¢ uma
espécie rastica pouco exigente
em adubacio e de facil adapta-
cao em diversos tipos de solo,
razao pela qual vem sendo bas-
tante cultivada. Arvore de gran-
de porte chegandoa alcancaraté
30 m de altura. Sua madeira é
branca, mole e leve, sendo utili-
zada na fabricacao de forros, pa-
litos de fésforos, papel, compen-
sados, pasta de celulose, lamina-
dos de alta qualidade (Melo et 4/,
1983). No entanto, tem sido ob-
servado que existe grande desu-
niformidade nos plantios. Sendo as-
sim, a cultura de tecidos aparece como
alternativa que possibilita a producao
de dezenas ou centenas de mudas,
uniformes, a partir de uma semente
ou matriz selecionada (Melo et al,
1998)

No contexto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de
reguladores de crescimento na indu-
cao de brotacdes de Schizolobium
amazonicum a partir de segmentos
nodais de plantulas assépticas germi-
nadas in vitro, com a finalidade de
micropropagar a espécie.

MATERIAL E METODOS

1-LOCAL DE CONDUCAO
DO ESTUDO

Asatividades foram realizadas no
Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazonia
Oriental, Belém-Para, conforme mos-
trado na figura 1. Foram utilizados
explantes de plantulas assépticas cul-
tivadas invitro. As sementes de pari-
ca utilizadas foram doadas pela em-
presa Tramontina Belém S.A.

2-SUPERACAO DE DORMENCIA
E ASSEPSIA DAS SEMENTES

Figura 2 -Aspecto da plantula de parica apos 7
dias de inoculagdo. Embrapa Amazoénia Oriental,
Belém — PA. 2002

Com base nos resultados de ex-
perimentos anteriores, para supera-
cao de dorméncia e favorecimento
do rapido metabolismo de germina-
¢do, as sementes de paricd foram
imersas em 4gua por um periodo de
24 horas e em seguida foi realizado o
desponte, ou seja, as sementes sofre-
ram um pequeno corte na regiao
lateral do tegumento.

No processo de assepsia, as se-
mentes foram lavadas em dgua cor-
rente por quinze minutos € imersas
em alcool a 70% por um minuto e
depois em solucao de hipoclorito de
s6dio (NaOCD a 3% por dez minutos,
sendo cinco minutos de agitacao. Em
seguida, lavadas trés vezes com dgua
destilada e autoclavada. Posteriormen-
te, acondicionadas sobre um papel
toalha, em placas de Petri, previa-
mente esterelizada. O processo de
desinfestacao das sementes foi reali-
zado em ambiente asséptico.

3- FONTE DE EXPLANTE

Para germinac¢io das sementes,
utilizou-se meio de cultura composto
de 0,1% de polyvinylpyrrolidone
(PVP) e 0,6%agar, na auséncia de sais
eregulador de crescimento, determi-
nado como eficiente em experimen-

tos anteriores de germinacio.
O meio de cultura foi ajustado
aum pH de 5,8 utilizando-se
NaOH (hidroxido de sodio) e/
ou HCI (acido cloridrico) em
solu¢iio 0,5N. O meio de cultu-
rafoidistribuido na quantidade
de 40 ml por frasco. A autocla-
vagem foi realizada a 121°C
durante 15 minutos.
Posteriormente, as semen-
tes foram inoculadas uma em
cada frasco e levadas para sala
de incubaciao, sob condicoes
de cultivo de 16 horas de luz
com uma irradiancia de
25pumol.m™.s™, porum periodo
de quinze dias. Apos a germi-
nagdo e desenvolvimento, as
plantulas obtidas serviram como
fonte de explantes primario,
sendo os segmentos nodais uti-
lizados como propdgulos ve-
getativos para experimentos de
micropropagacao (Figura 2).

4- MULTIPLICACAO IN VITRO DE
SEGMENTOS NODAIS DE PARICA

O meio de cultura basico utilizado
neste experimento foi composto pelo
meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
modificado acrescido com 0,1% de
acido ascorbico, 3g/L de sacarose e
0,6% de Agar. O meio de iniciacio foi
suplementado com trés concentracoes
de BAP (6-benzilaminopurina) e duas
concentracoes de KIN (Cinetina). As
seguintes concentracoes foram testa-
das: BAP (4,43; 8,87 e 13,31 iM) e KIN
(9,29e11,611M)

O pH dos meios foi ajustado para
5,8 utilizando-se NaOH e/ou HCl em
solucio IN. Em seguida foram distribu-
idos 10 ml de meio de cultura em tubos
de ensaio de 20 x 150 mm. Posterior-
mente, os tubos foram tampados com
papel aluminio e lacrados com filme
plastico do tipo pvc. Em seguida foi
realizada esterelizacio em autoclave a
pressao de 1,2 atm e temperatura de
121°C, por 15 minutos.

Para o controle da oxidacio, e calo-
génese a concentracio de nitrato de
amonio (NH NO,) do meio basico foi
reduzida a metade, indicada como
melhor concentracio em experimen-
to anterior. Para equacionar o proble-
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ma da oxidaciao além do procedimen-
to citado, cada um dos segmentos
nodais foi imerso em solu¢io contendo
acidoascorbicoa 0,1% por 5 minutos,
antes da inoculacio.

Em camara de fluxo laminar, previ-
amente desinfectada comalcoola 70%,
os segmentos nodais (explantes) com
aproximadamente 0,5 a 1,0 cm de
comprimento foram inoculados em
posicao horizontal, sendo um em cada
tubo de ensaio. Apds a inoculagio, os
tubos foram tampados e lacrados con-
forme descrito anteriormente. Confor-
me estabelecido em experimentos
anteriores, o cultivo foi mantido na
auséncia de luz nos sete primeiros dias
e posteriormente nas mesmas condi-
coes de cultivo utilizado para germina-
¢io das sementes.

As brotacdes obtidas foram indivi-
dualizadas e colocadas para multiplica-
cao no melhor tratamento observado.
Posteriormente subcultivadas em meio
MS com as concentracdes de sais redu-
zidas ametade, sem regulador de cres-
cimento, nas mesmas condicdes do
experimento citado anteriormente.

Brotos com tamanho variando de 2
a3 cm foram transferidos para o meio
de cultura de enraizamento composto
do meio MS com a metade das concen-
tracoes de sais suplementadocom3 g
de sacarose e 6 mg/L de AIB (4cido
indolbutirico).

5- CONDICAO DO CRESCIMENTO
E PARAMETROS AVALIADOS

Ap6sosétimodia, as culturas foram

Figura 3 - A — Aspecto de formacio de: brotacio (a); calos (b) e
lenticelas (¢). B— Detalhe de: brotacdes (a); formacio de calos (b)
inicio de oxidacao (d). Embrapa AmazoOnia Oriental, Belém — PA. 2002

levadas para sala de crescimento sob
condi¢coes de cultivo por 16 horas
didrias de luza 25 + 1°C de tempera-
tura, e irradiancia de 25pmol.m=2.s™.
Aavaliacaofoirealizadaaofinal de
vinte dias de cultivo, com a observa-
¢ao do nimero e comprimento de
brotos, presenca de calos e oxidacao
por explante. As varidveis nimero de
brotacdes, foram transformadas

pela 0,5+ x e avaridvel de resposta

comprimento, nio sofreu transforma-
¢ao. Estas duas variaveis foram anali-
sadas através da andlise de variancia
comparando as médias pelo teste
SNK. Para a presenca de calos e oxi-
dacio, foirealizada avaliacio visual,
que consistiu em observara ocorrén-
cia de calos e freqiéncia de oxidacio,
nao sendo realizado andlise estatistica
para essas duas variaveis.

O delineamento experimental uti-
lizadofoi inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e quatro repeticoes

TABELA 1-Média do nimero e comprimento de brotos em funcao das
concentracdes dos reguladores de crescimento BAP e KIN

sendo cada unidade experimental
constituida de cinco tubos de ensaio
com um explante por tubo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1- COMPORTAMENTO INICIAL
DOS EXPLANTES

A anilise de variancia feita para
as variaveis, nimero médio e com-
primento de brotacdes mostrou in-
teracao significativa ao nivel de 5%
de probabilidade, entre as citocini-
nas e concentracoes dos mesmos. O
efeito benéfico das citocininas na
multiplicacao de brotagcoes relacio-
na-se coma influéncia desses regu-
ladores de crescimento na divisao
celular e na liberacio das gemas
axiliares, emitidas pela dominancia
apical.

Os tratamentos que resultaram
em maior nimero médio de brota-
¢oes foram aqueles suplementados
com 13,31 pmol de BAP e 11, 61
pmol de KIN no meio de cultura,
com médias de 2,14 e 1,18 brotos
por explante, respectivamente. As
baixas taxas de multiplicacao obti-
das no presente trabalho provavel-
mente estejam relacionadas com a

MEDIAS o P

Meios de Cultura Nimero Comprimento caracteristica da propria planta.

dos Brotos dos Brotos (cm) Resultados similares foram en-
MS+ 443 pMol BAP 177 b ) 0.86 2 contrados por Andrade er al(2000)
MS + 8,87 1Mol BAP 1’87 b 0’71 b na propagacao de aroeira (Myracro-
MS + 13’31 1Mol BAP 2’14 A 0’53 . drun urundeuvaFr. All) que conse-
MS + 9’ 29 Mol KIN 1’2 o 0’72 b guiram apenas um broto por ex-
MS + 11 ’61 Mol KIN 1’8 b 0’ 42 plante. Estes resultados coincidem

glmbém com os registrados por Pas-

Medidas seguidas da mesma letra, nas colunas, néao diferem entre si pelo test
qual e Barros (1992) em segmento

SNK ao nivel de 0,05 de probabilidade
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caulinar de barbatimao (Strynoden-
dron adstringens (Mart.); Arello e
Pinto (1993) com o pau santo (Kiel-
meyera coriacea, Martius).

Os resultados mostraram uma ten-
déncia no aumento do nimero 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 concentracdes poderiam
apresentar maiores taxas de brota-
¢oes. De acordo com Pierik (1990),
altas concentracoes de citocininas (1
a 10 mg.L') no meio de cultura
podem induzir a formagao de brotos
adventicios, porém normalmente o
enraizamento tende a ser inibido.

Para o comprimento, houve res-
posta inversa tanto para o BAP quan-
to para a KIN, ou seja, a medida que
aumentava-se as concentra-
¢coes dos reguladores de cres-
cimento menor era O compri-
mento. Esta tendéncia de di-
minuicao do comprimento da
brota¢io pode estad diretamen-
te ligada as altas concentra-
¢coes dos reguladores de cres-
cimento, visto que as citocini-
nas estimulam a divisao celu-
lar induzindo a multiplicacio
de brotos, entretanto inibem
o crescimento dos mesmos.
George (1993); Garttapaglia
eMachado (1998) relatam que
a partir de uma determinada
concentracio ocorre um efei-
to inibidor, que se caracteriza
pela falta de alongamento das

culturas, engrossamento €x- Figura 4 - Desenvolvimento de brotacio de parica
cessivo dos caules e vitrifica- 5, o cultivada em %4 MS com 13,31 pmol de BAP

¢ao generalizada das culturas.
ATabela 1, sumariza os resul-

tados das médias obtidas para o ni-
mero e comprimento de brotos por
tratamento.

Com a redu¢io na concentracio
do nitrato de amonio para metade;
imersao dos explantes em solucao
antioxidante antes da inoculacio; e
incubacio inicial no escuro houve
diminui¢ao na percentagem de oxi-
dacionos explantes, todavia nao foi
possivel evitd-la totalmente. Esta cons-
tatacdo comprova que mesmo coma
utilizacao de pré-tratamentos e mo-

difica¢ao no meio MS, o paricd libera
substancias oxidantes. De acordo
com Andrade et al (2000), plantas
lenhosas acumulam polifendis e pro-
dutos de oxida¢io como melanina,
suberina, lignina, cutina e calose em
torno da superficie excisada, os quais
modificam a composicao domeiode
cultivo e da absorcao dos metaboli-
tos, 0 que, em muitos casos, pode
dificultar o processo de propagacao
in vitro.

No caso da calogénese tem sido
reportado que a incubacio inicial da
cultura no escuro diminuia oxidacio
nos explantes mas propicia a forma-
¢ao de calos. A presenca de calos
fridveis se fez sentir com menor
freqiéncia, entretanto, a medida que
se aumentou a concentracio dos
reguladores maior a incidéncia des-
tes. Segundo Garttapaglia e Macha-

do (1990) é comum a formacio de
calos, na base dos explantes, quando
sdo cultivados em altas doses de
reguladores de crescimento, com-
prometendo a rizogénese e o cresci-
mento da parte aérea. Assim, a for-
macao de calos no parica deve-se,
provavelmente, ao desbalanceamen-
to nos niveis de fitohormonios conti-
dos nos explantes.

O aparecimento das brotagoes
ocorreu apods seis dias do inicio do
cultivo. Com vinte dias, 86% dos

explantes apresentavam brotagoes.
Durante o periodo de trés semanas
foram observados presenca de calos
friaveis, de lenticelas e o inicio de
oxidacdo nos explantes (Figura 3A e
3B), sendo necessario fazerlimpeza
do material vegetal e posterior trans-
feréncia dos brotos para novo meio
de cultura.

Deve-se ressaltar que os regula-
dores de crescimento sio capazes de
produzir respostas de grande magni-
tude, regulando e determinando res-
postas bioquimicas, fisiol6gicas ou
morfogenéticas dos tecidos, o que
geralmente varia de acordo com a
espécie, de modo que, as condicoes
de cultivo, concentragoes e tipo de
reguladores de crescimento devem
ser ajustados para cada espécie e até
mesmo para cada cultivar (Zimmer-
man, 1981).

2- SUBCULTIVOS DE
BROTACOES

As brotacoes foram indivi-
dualizadas e inoculadas no me-
lhor tratamento obtido no ex-
perimento citado anteriormen-
te (MS modificado +13,31pumol
de BAP). Este tratamento aliado
aos procedimentos para redu-
¢ao de oxidagio e calos passou
ser utilizado para o estabeleci-
mento in vitro do material a
partir de segmentos nodais de
parica. Outra constatacio namul-
tiplicacao foi que o numero
médio de brotos obtidos nos
subcultivos, se apresentou se-
melhante ao do cultivo inicial,
ouseja, 2,14 brotos por explan-
te.

A transferéncia dos brotos
para o meio MS, com a metade das
concentracdes de sais e na auséncia
de regulador de crescimento, induziu
um maior crescimento dos mesmos,
possibilitando a manuten¢ao da cul-
tura. Este processo demonstra que a
presenca de citocinina em subculti-
vos deve serevitada, pois o regulador
em excesso acaba por inibir o alonga-
mento dos brotos.

Com quarenta e cinco dias de
cultivo as brotacdes apresentavam-
se bem formadas com tamanho vari-
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ando de 2 a 3 cm de comprimento,
entretanto com a presenca de oxida-
¢a0 na base do explante. Com esta
performance, as brotacoes foram trans-
feridas para o meio de enraizamento
(Figura 4).

Aos sessenta dias de cultivo, apds a
transferéncia das brotagoes para o meio
de cultura suplementado com auxina,
foi observado o surgimento de primor-
dios de raizes adventicias na parte
basilar dos brotos, todavia ainda nao se
apresentam suficientes para manuten-
¢ao da cultura. Certas espécies, entre
as quais estio muitas plantas lenhosas,
apresentam indmeros mecanismos que
podem contribuir para a falha ou retar-
damento na indu¢io de raizes. Segun-
do Normanly (1997) espécies lenho-
sas podem apresentar alta atividade de
enzimas que inativam a auxina por
degradacio oxidativa ou por conjuga-
¢io, afetando sobremaneira no proces-
so de rizogénese.

CONCLUSOES

* Oregulador de crescimento BAP €
mais eficiente na concentracao 13,31
pmol proporcionando maior nime-
ro de brotos in vitro de parica,

* A Cinetina € menos eficiente na
proliferacio de brotagdes de parici;

* O comprimento das brotacdes dimi-
nui com o aumento das concentra-
cOes de BAP e Cinetina e

* Houve reducao substancial de oxi-
dacio e de calos na presenca do
meio MS (*2NH NO,)
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