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INTRODUCAO
A cultura de tecidos além de ser utilizada para a propagacdo massal de plantas, apresenta-
se como uma ferramenta biotecnolégica no auxilio do melhoramento florestal via engenharia
genética. O sucesso deste programa depende das técnicas de cultura de células, tecidos ou
orgaos (Ferreira et al.,, 1998), todavia & necessario estabelecer um protocolo para o
estabelecimento da cultura.
Grande parte do sucesso da micropropagacao depende dos meios nutritivos utilizados na
cultura. Estes meios baseiam-se nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minera’is,
com algumas modificagoes que fornecem as substancias essenciais, e controlam em grande
parte o padrao de desenvolvimento in vitro.
As citocininas, sao reguladores que participam de um grande namero de processos
fisiologicos que promovem a maturagdo dos cloroplastos, retardam a senescéncia das
folhas e anulam a dominancia apical, porém, deve-se fornecer concentragdes variaveis
dependendo da necessidade da espécie que se deseja multiplicar(Garttapaglia € Machado,
1998). Dentre estas a cinetina (KIN) tem sido eficiente na promoc¢ao de proliferagao de
partes aéreas quando utilizada isoladamente ou em interacdo com uma auxina.
Este trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragdes de cinetina na inducao
de brotacdes de parica a partir de explantes obtidos de plantulas assépticas germinadas in

vitro, com a finalidade de micropropagar a espécie.
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MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratéric de Recursos Genéticos e Biotecnologia da
Embrapa Amazénia Oriental. Foram utilizados como fonte de explante segmentos nodais de
plantulas produzidas in vitro.
Os explantes foram cultivados em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) com a
concentracdo de nitrato de amonia reduzido a ', solidificado com agar a 6 mg/l e
suplementado com 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg/L de KIN (cinetina), acrescido de 30g/L
sacarose e 0,1% de acido citrico. O pH dos meios de cultura foram ajustados para 5,8.
Tubos de ensaio de 20 x 150 mm contendo 15mi de meio de cultura foram autoclavados a
121°C por 15 minutos. Em seguida, os explantes medindo 10mm de comprimento foram
inoculados em camara de fluxo laminar, em condigdes assépticas. A cultura foi mantida em
sala de crescimento, sob condigbes 26°C + 2°C, fotoperiodo de 16 h de luz e irradidncia de
25 umol.m?s ™"
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e
quatro repeti¢des sendo cada unidade experimental constituida de cinco tubos com um
explante em cada.
A coleta dos dados foi efetuada no décime quinto dia do cultivo com a contagem de numero
e comprimento de brotacdes. A analise estatistica foi feita através da andlise de variacao e

teste de regressdo. Para varidvel numero de brotos os dados foram transformados para

\/0.5+x e os dados comprimento dos brotos nao sofreram transformacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise de variancia do niumero e comprimento de brotagdes, encontra-se na Tabela 1.
Os resultados mostram haver diferengas significativas ao nivel de 5% de probabilidade, para
as duas variaveis em relagdo as concentracdes de cinetina utilizadas no experimento.
Embora tenha ocorrido diferenga significativa no nimero de brotos formados, o tratamento

mais eficiente (2 mg.L") apresentou apenas uma média de 1,18 broto por explante.



Tabela 1 - Resumo da analise de varidncia para o nimero e comprimento de brotagdes de
paricA em fun¢do do efeito de concentracbes de KIN. Embrapa Amazodnia
Oriental, Belém — PA. 2002.

G.L Quadrados Médios F

Causas da N° Comp. N° Comp. Ne° Comp.
Variacdo De brotos de brotos de brotos'’ de brotos de brotos de brotos
(mg)

Conc. KIN 5 5 0,23677734 0,63135914 1,85 4,52**
Residuo 114 99 0,12777902 0,15219505

CV(%) - 31,63 51,93

Média 1,13 0,62

*

e ** Significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

'Dados transformados em ‘[ 0,5+x

A linha de regressdo mostrou tendéncia linear crescente com o aumento da concentragao
de KIN no meio de cultura, indicando que provavelmente em concentragbes maiores poderia
apresentar melhores resultados. Porém, verifica-se alta amplitude de variagdo no nimero de
brotos por explante. Este fato muito provavelmente esta relacionado a fatores genéticos,
uma vez que cada explante apresenta caracteristicas unicas e as necessidades para cultivo
in vitro também tendem a ser Unicas (Figura 1). Deve-se ressaltar que a capacidade de
regeneracdo e crescimento in vitro parece estar associada ndo apenas ao genoétipo mas
tambem a atividade fisiolégica na planta matriz, sob ¢ controle de diversos fatores
enddgenos e ambientais (lzquierdo e Lopez ,1991).
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentrages (mg.L") de KIN no numero médio de

brotacbes de parica induzidos em meio MS. Embrapa Amazdnia Oriental,
Belém — PA. 2002.



Barve e Mehta (1993) trabalhando com este mesmo regulador em Commiphora wightii
{mirra) relataram que em concentracdes acima (18 pM) altos indices de brotagbes foram
obtidos. Lameira (1997) em seu estudo com Cordia verbenacea L. (erva—baleeira), arbusto
perene, verificou que a KIN a 5 umol associado com 0,01umol de ANA foi mais favoravel a
multiplicag@o in vitro quanto ao numero de brotagdes.

De acordo com Pierik (1990) altas concentragdes de citocininas (1 a 10 mg L) no meio de
cultura podem induzir a formagdo de brotos adventicios, porém normalmente o
enraizamento € inibido.

A curva de regressdo para comprimento das brotagdes em relagdo as concentragdes
testadas, encontra-se na Figura 2. Nota-se que a curva indica um comportamento
ascendente até o ponto maximo atingido com a concentracdo de 2,0 mg.L"'. Pode-se
observar ainda, que o menor tamanho das brotagdes ocorre no tratamento com 1,0 mg.L™”
deste regulador de crescimento. Usando 5 pM de KIN no meio WPM, Oltramari et al (2002)
obtiveram melhor média de comprimento das brotagbes com a espécie Acca sellowiana

(Berg) (goiabeira serrana).
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Figura 2 - Efeito de diferentes concentragdes (mg.L™") de KIN no comprimento de brotos de
parica induzidos em meio MS modificado. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém —
PA. 2002.

O aparecimento das brotacées ocorreu ap6s 6 dias do inicio do cultivo. Com vinte dias de
cultivo, 86 % dos explantes apresentavam brotactes. Durante o periodo de trés semanas de
cultivo foi observada a presenga de calos fridveis, de lenticelas e o inicio de oxidagdo nos
explantes (Figura 3A e 3B), sendo necessario a transferéncia dos brotos para novo meio de

cultura.



Figura 3 - Brotacbes de parica a partir de segmentos nodais em meio MS modificado

suplementado com KIN. A — brotacao com presenca de calo e lenticelas; B —
brotacdo com a presenca de calos e inicio de oxidagdo na base do explante.

Embrapa Amazonia Oriental, Belém — PA. 2002.

CONCLUSOES
a) A concentragdo de 2 mg.L”" do regulador de crescimento de KIN & a mais eficiente na
multiplicacdo de brotos de parica.
b) O comprimento médio de brotos de parica apresenta comportamento ascendente

atingindo seu ponto maximo com a concentragdo de 2 mg.L™" de KIN.
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