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RESUMO
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divaricata Martius et Zuccarini)

AUTORA: ANDRESSA VASCONCELOS FLORES
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
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Acoita-cavalo, Luehea divaricata Martius et Zuccarini, pertencente a familia
Tiliaceae, é uma espécie florestal que sofreu grande ag¢do antropica nas ultimas
décadas, fato este que contribuiu muito para a redugdo das populagbes naturais,
tornando necessaria a conservagcao de germoplasma in vitro. Apresenta germinacao
lenta e irregular, varidvel entre 20% e 75%, e viabilidade das sementes muito
desuniforme. Estas caracteristicas contribuem para uma reduzida freqUéncia da
espécie em florestas naturais. Como forma de propagacdo vegetativa, a
micropropagacao torna-se uma alternativa para a regeneracao de plantas que
apresentam dificuldade de reprodugédo natural, além de se apresentar como uma
maneira de conservagao das espécies. O trabalho teve como objetivos estabelecer
um protocolo de desinfestacdo para germinacdao asséptica de sementes de acoita-
cavalo, determinar o tipo de explante e o meio de cultivo mais eficientes para o
estabelecimento in vitro, verificar a influéncia da orientacdo do explante no frasco
sobre o desenvolvimento in vitro e observar a influéncia de diferentes concentragoes
da citocinina BAP na multiplicacdo de segmentos nodais de acoita-cavalo. Os
trabalhos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo de
Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias
Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS. As sementes foram coletadas e armazenadas
pela Fundacado Estadual de Pesquisa Agropecuaria — Fepagro/Florestas em Santa
Maria, RS, em 2004 e 2005, e as plantulas obtidas foram utilizadas como fonte de
explantes para os estudos in vitro. Durante os experimentos de desinfestagéo
observou-se que a imersdao das sementes em agua quente é fundamental para o
controle (parcial) de microrganismos associados as sementes, bem como promover
uma maior taxa de germinagdo. O cloreto de mercuario controlou parcialmente a
contaminagdo fungica e totalmente a contaminagdo bacteriana, porém demonstrou
toxidade ao desenvolvimento das plantulas com o aparecimento de folhas
amareladas. Para o estabelecimento in vitro de agoita-cavalo pode-se empregar tanto
apices caulinares como segmentos nodais, independente do meio de cultivo WPM ou
MS. Para o enraizamento, o meio WPM foi mais eficiente, nos dois tipos de
explantes, épices caulinares e segmentos nodais. Visando maximizar o cultivo de
acoita-cavalo, deve-se utilizar para o estabelecimento o meio WPM, por ter custo
reduzido e explantes do tipo segmento nodal, que sédo produzidos em maior niumero
por plantula. Nao ha influéncia da orientagdo do explante em relacdo ao frasco no
desenvolvimento de culturas in vitro de agoita-cavalo. Nas concentracdes testadas, a
citocinina BAP inibiu a formacdo de brotacdes e folhas. As concentracdes de BAP
testadas foram altas e podem ter sido tdéxicas ao desenvolvimento dos segmentos
nodais de acgoita-cavalo. Novos estudos devem ser realizados para uma averiguagao
mais aprofundada do cultivo in vitro de agoita-cavalo.

Palavras-chave: cultivo in vitro; micropropagacao; Luehea divaricata
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“Acoita-cavalo”, Luehea divaricata Martius et Zuccarini, pertaining to the
Tiliaceae family, is a forest species that suffered great entropic action in the last
decades, fact that contributed a lot to the reduction of the natural populations,
becoming necessary the conservation of germ plasma in vitro. It presents slow and
irregular, changeable germination between 20% and 75%, and viability of the seeds
very unevenness. These characteristics contribute for one reduced frequency of the
species in natural forests. As form of vegetative propagation, the micropropagation
becomes an alternative for the regeneration of plants that present difficulty of natural
reproduction, beyond presenting itself as a conservation way for the species. The
work had as objective to establish a protocol of disinfestations for aseptic germination
of “agoita-cavalo” seeds, to determine the more efficient type of explants and way of
culture for the establishment in vitro, to verify the influence of the orientation of the
explants in the bottle on the development in vitro and to observe the influence of
different concentrations of cytokine BAP in the multiplication of nodes segments of
“acoita-cavalo”. The works had been carried through in the Laboratory of Tissue
Culture of the Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, Departamento de Fitotecnia,
Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, in Santa Maria, RS.
The seeds had been collected and conserved by Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecudria - Fepagro/Florestas in Santa Maria, RS, in 2004 and 2005, and
seedlings gotten in had been used as source of explants for the studies vitro. During
the disinfestations experiments it was observed that the immersion of the seeds in hot
water is basic for the control (partial) of microorganisms associated to the seeds, as
well as promoting a bigger tax of germination. The mercury chloride controlled the
fungal contamination partially and total the bacterial contamination, however it
demonstrated toxicity to the development of seedling with the yellowish leaf
appearance. For the establishment in vitro of “agoita-cavalo” can be used as many
apexes shoot as nodes segments, independent of the way of culture WPM or MS. For
the rooting, the half WPM was more efficient, in the two types of node explants,
apexes shoot and segments. Aiming at to maximize the “agoita-cavalo” culture, the
half WPM must be used for the establishment, for having reduced cost and explants
of the type nodal segment, that are produced in bigger number for seedling. In does
not have influence of the orientation of the explants in relation to the bottle in the
development of cultures vitro of “agoita-cavalo”. In the tested concentrations, cytokine
BAP inhibited the formation of shoot and leaves. The tested concentrations of BAP
had been high and can have been toxic to the development of the node segments of
“acoita-cavalo”. New studies must more be carried through for an ascertainment
deepened of the culture in vitro of “agoita-cavalo”.

Key words: culture in vitro; micropropagation; Luehea divaricata.
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1 INTRODUCAO

Luehea divaricata Martius et Zuccarini, popularmente conhecida, na
regidao sul do Brasil, como acoita-cavalo, € uma espécie florestal com ampla
distribuicdo geogréfica, indicada para reflorestamentos. Apresenta madeira
muito macia, empregada nas estruturas de méveis e na confecgcao de moéveis
vergados (curvados), pecas torneadas, entre outros. Constitui planta pioneira
de rapido crescimento, decidua, heli6fita, caracteristica das florestas aluviais
(LORENZI, 2002), propriedades que tornam a espéecie de alto valor

silvicultural.

Esta espécie assim como tantas outras, tiveram suas populagoes
naturais devastadas pela acdo antropica e, apesar de nao estar na lista oficial
de espécies em vias de extingcdo, a conservacao genética do acoita-cavalo é
de suma importancia, garantindo assim a preservacao dos genes, que serao a
base para o melhoramento genético, através do uso da biotecnologia que vem
evoluindo constantemente. A extincdo de uma espécie significa a perda para
sempre de combinacdes génicas Unicas e insubstituiveis, o que justifica a

conservagdo genética.

Uma maneira de se preservar genes € através da conservagao in vitro,
que € realizada com o auxilio de uma ferramenta denominada cultura de
tecidos. As plantas obtidas com esta técnica sdo denominadas clone e sao
geneticamente idénticas as plantas doadoras de material vegetal ou plantas-
mae. A cultura de tecidos em espécies lenhosas vem ganhando grande
impulso nas ultimas décadas, sua utilizagao ja é rotineira em muitas empresas
do ramo florestal, demonstrando ser uma tecnologia viavel para a producédo de

mudas de alto padrdao genético, fisiolégico e sanitario.
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As espécies conservadas in vitro normalmente sdo estabelecidas a partir
da germinagao de sementes, desenvolvimento de tecidos e cultura de gemas e
embrides, sendo mantidas em condicdes assépticas, por tempo indeterminado
sob condi¢cbdes de crescimento lento. Este tipo de conservacao “ex situ” é uma
técnica muito promissora para a conservacao da diversidade genética e, ainda,
possui diversas vantagens em relagdo a conservagao no campo (in situ), tais
como: menor risco de perda do germoplasma, maior qualidade fitossanitaria,
reducdo no custo de manutencdo, rapida multiplicacdo e armazenamento,
menor necessidade de espaco, disponibilidade imediata para propagacao e

facilidade de intercambio.

Desta forma, a conservacao genética é uma garantia para o futuro, pois os
genes preservados hoje por cultura de tecidos ou por outra técnica, representam
uma oportunidade real para que, no futuro, as proximas geracdées possam usufruir

da gigantesca biodiversidade ainda existente em nosso planeta.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil vem utilizando seus recursos florestais, desde seu
descobrimento, como um dos fatores de promocao de seu desenvolvimento.
Todavia, mesmo apds cinco séculos, ainda nao reconhece integralmente o
valor e a importancia dos mesmos. Apesar de contar com uma legislacédo
florestal e ambiental satisfatoria, continua usando seus recursos florestais sem
critérios técnicos apropriados e uma base soélida de informacées, que permita
definir onde, quando, como e em que quantidade estes recursos podem ser
utilizados (BRENA, 1996).

A dréastica reducao das florestas tropicais elevou as taxas estimadas de
extingdo de espécies biologicas a cifras significativamente altas. Ainda que os
nameros sejam imprecisos e, considerando-se 0s processos naturais de
extincdo, acredita-se que o homem tenha elevado estas taxas para algo em
torno de 100 a 1000 vezes (MEDEIROS, 20083).

A conservacao de recursos genéticos vegetais dos biomas tropicais é
um tema de importancia mundial. Enquanto muitas espécies estao em risco de
extincao nas regides temperadas, varias espécies desaparecem todos os dias
nos trépicos. A protecao de espécies frente a iminente extingcdo é, portanto
uma questao prioritaria. A conservacao e o manejo da biodiversidade, mesmo
em areas protegidas nos tropicos, constituem-se em desafios complexos que
requerem conhecimentos basicos sobre a distribuicido e a abundancia de
espécies, suas interagcdes mutualistas, sua biologia reprodutiva e a estrutura
genética de suas populagcdes (PARK et al, 1998, apud BASSAN, 2006).

Ao lado da producao de madeira (producédo de bens materiais), a floresta
e a producao florestal produzem bens imateriais que sdo conceituados como
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beneficios indiretos (social benefits), sendo estes: manutencao da fertilidade
do solo; do regime de &gua; da limpeza do ar; e da recreacdo para o0s
habitantes dos centros urbanos, etc. O conjunto de todos esses beneficios, ou
seja, a producao de bens materiais e imateriais chama-se de "uso-multiplo" da
floresta (SELING e SPATHELF, 1999).

Apesar de atualmente as espécies florestais exéticas suprirem a
demanda por produtos madeireiros, diversas arvores nativas, apresentam
infinitas qualidades, podendo ser utilizadas em plantios homogéneos, bastando
para isso, que ocorra aprimoramento do conhecimento silvicultural,

principalmente relacionado ao melhoramento genético.

Um importante método para a multiplicacdo de plantas lenhosas é a
propagacao vegetativa. Este método oferece certas vantagens quando
comparado a reproducdo sexuada; assim, para arvores selecionadas, € muitas
vezes indicado. Na reprodugdo sexuada consegue-se capturar apenas o
componente genético aditivo da superioridade do genétipo selecionado,
engquanto que, na propagacao vegetativa, existe a possibilidade de capturar o
componente genético total, resultando em maiores ganhos dentro de uma
mesma geragcdo. A segregacdo e a recombinacdo génica, verificadas na
reproducdo sexuada, resultam em um alto grau de variabilidade, ja por via
vegetativa, redunda em uniformidades de crescimento, caracteristicas
tecnologicas e morfologicas (ASSIS e TEIXEIRA, 1998).

Durante os ultimos anos, houve um expressivo acréscimo no uso da
propagacédo vegetativa in vitro como ferramenta para a implantagdo de
florestas clonais, substituindo-se as praticas convencionais por técnicas que
passaram a garantir a superioridade genética dos individuos (BASSAN, 2006).

Entre os varios processos de cultura de tecidos, pode-se destacar a
micropropagacao, que possibilita a producdo de mudas a partir de qualquer
tecido da planta doadora, mantendo estaveis as caracteristicas genotipicas de
interesse, aumentando em grande escala a produtividade, ocupando menor
espago, produzindo durante todo ano, mantendo a producédo isenta de riscos
ambientais, climaticos e dentro dos padrdes desejaveis de fitossanidade.
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2.1 Descricao da espécie — Luehea dicaricata Martius et Zuccarini

O sul da Africa e o Brasil constituem os dois principais centros de dispersdo
da familia Tiliaceae, a qual conta com 50 géneros e cerca de 450 espécies
(CRONQUIST, 1988) das quais aproximadamente 55 a 60, distribuidas em 13
géneros, ocorrem no Brasil (BARROSO et al., 1978). Essa familia possui individuos
herbaceas ou lenhosos, arbustivos ou arboéreos, com folhas alternas, inteiras e
palminérvias, as flores apresentam numerosos estames, com o ovario supero, € 0s
frutos sdo geralmente capsulares (AZEVEDO e VALENTE, 2005).

Luehea divaricata Martius et Zuccarini é uma espécie florestal com
diversas utilidades, fato este que contribui muito para a reducdo das
populacdes naturais, tornando necessaria a conservagao de germoplasma.
Conhecida popularmente como acoita-cavalo, caiboti, acoita-cavalo miudo,
ibatingui, pau-de-canga, a espécie ocorre naturalmente desde o Sul da Bahia
até o Rio Grande do Sul na mata semidecidua (LORENZI, 2002).

A espécie pode atingir 15-30 m de altura e 50-100 cm de diametro a
altura do peito (DAP), suas folhas sdo simples, alternas, disticas, com
estipulas, irregularmente serreadas, com trés nervuras tipicas, quase glabras
na face superior e densamente pubescentes e de cor esbranqui¢cada na face
inferior, com 4,5 e 15 cm de comprimento. A ramificacao é irregular e a copa é
larga. Apresenta tronco tortuoso, nodoso, com reentrancias, sendo a base
alargada com sapopemas (LORENZI, 2002; CARVALHO, 1994).

As flores hermafroditas sao réseas dispostas em inflorescéncias
terminais e axilares, em cimeiras dicotbmicas, em torno de 2,5 cm de
comprimento e os frutos sdo capsulas cbnicas, secas, oblongas,
pentaloculares, de coloragdo castanha com densa pilosidade, deiscentes,
medindo de 2 a 3 cm de comprimento. O florescimento ocorre de dezembro a
julho e a maturacao dos frutos, durante os meses de maio a agosto. Cada fruto
possui de 5 a 15 sementes. Apresenta germinacéo lenta e irregular, variavel
entre 20% e 75%. A viabilidade das sementes € muito irregular. Testadas apés
60 dias da colheita germinaram 50% menos do que quando semeadas
imediatamente apés a coleta (LORENZI, 2002; CARVALHO, 1994). Porém
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Candido (1992, apud CARVALHO, 1994), obteve 45,5% de germinacdo com
sementes armazenadas por 22 meses e apenas 17% com aquelas

conservadas por 30 dias.

A madeira € moderadamente pesada, apresentando peso especifico
basico de 0,6-0,7 g cm™, anéis de crescimento bem distintos, cerne de
coloracdo marrom e avermelhado (RICHTER e DALLWITZ, 2006), resistente e
extremamente flexivel, sendo muito empregada para estruturas de moéveis,
confeccdo de moéveis vergados (curvados), pecas torneadas, entre outros
(LORENZI, 2002). Outra utilidade relevante da espécie € o uso das folhas
como fitoterapico, no combate a disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia
e tumores; a infusdo das flores, contra bronquite; e a raiz, depurativa (TANAKA
et al., 2005). E planta pioneira de rapido crescimento, decidua, heliéfita,
caracteristica das florestas aluviais (LORENZI, 2002).

2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais € um processo, através do qual,
fragmentos de tecido vivo (explante) sédo isolados de um organismo e
cultivados assepticamente, por periodos indefinidos em um meio nutritivo
semidefinido ou definido (MANTEL et al., 1994).

A cultura de tecidos é uma parte importante da biotecnologia,
conjuntamente com outras duas areas: Transformacdo Genética e Biologia
Molecular, e se apdia na teoria da totipoténcia, que afirma que a célula é
autdbnoma, portanto, contém o potencial necessario para originar um organismo

completo, quando submetido a estimulos especiais (CID, 2006).

A propagacao de espécies florestais normalmente é via sementes,
(RIBAS et al.,, 2005). Desta maneira, genétipos elite podem perder suas
caracteristicas superiores (ndo transmitindo a descendéncia), inclusive a
heterose, quando permitida a polinizacdo livre, a menos que sejam
multiplicados sob condigées controladas (autofecundacdo ou propagacao
vegetativa).
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Gendtipos, se propagados vegetativamente, originam uma descendéncia
geneticamente idéntica e uniforme, coletivamente designados como um clone.
Os métodos de propagacao artificial de espécies florestais sdo amplamente
usados, destacando-se as técnicas de enxertia e estaquia. Essa propagacao
clonal com fidelidade ao tipo original também pode ser efetuada in vitro, com a
possibilidade de ser mais rapida que a estaquia e a enxertia.

As principais vantagens do cultivo in vitro, em relagdo a outros métodos
de propagacao vegetativa, sdo o curto periodo de tempo e o pequeno espaco
fisico necessarios para produzir um grande numero de individuos a partir de
um explante inicial (KIRST e SEPEL, 1996).

Termignoni (2005) cita como as principais aplicagbes da cultura de
tecidos atualmente a preservacao de espécies em extingao, a producao massal
de individuos geneticamente superiores, a obtencao de plantas geneticamente
transformadas, e a obtencdo de sistemas in vitro para a producdo de

metabodlitos secundarios.

Apesar de existirem diversas técnicas, a cultura de tecidos € uma s, e 0
denominador comum de todas elas € a assepsia, 0 explante, a composicdo do
meio de cultura, reguladores de crescimento e as condi¢ées ambientais (CID,
2006; MANTOVANI, 1998).

As primeiras técnicas de cultivo in vitro surgiram no inicio do século XX.
Diversas experiéncias foram realizadas em diferentes paises do mundo. Muitas
fontes de explantes, diversos meios de cultura e condigées ambientais foram
testadas sem que houvesse uma definicdo de um protocolo Unico para todas
as espécies, fato este devido as diferentes necessidades de cada planta, com
relacéo a nutrientes, fotoperiodo, fisiologia, etc. (TORRES et al., 1998).

2.2.1 Micropropagacao

A propagacao vegetativa in vitro ou clonagem in vitro, também

denominada micropropagacao devido ao tamanho dos propagulos utilizados, é
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a técnica de cultivo in vitro de maior impacto dentre as diversas técnicas de
cultura de tecidos e tem mostrado enorme importancia pratica e potencial nas
areas agricola, florestal e horticola (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998;
BORGATTO e HAYASHI, 2002). A técnica viabiliza a clonagem de varias
espécies, permitindo a formacao de individuos geneticamente idénticos a partir
de células, érgaos ou pequenos fragmentos de uma planta (SOUZA e
JUNGHANS, 2006), que sao cultivados em frascos contendo meio nutritivo,
sob condicdes ambientais controladas, por periodos indefinidos, até a

formacao da nova muda para posterior aclimatizacao.

A aplicacdo da micropropagacao tem sido menos intensa em espécies
lenhosas e o emprego na area florestal iniciou realmente na década de 80,
concentrando-se nos principais géneros de interesse comercial, como Pinus,
Eucalyptus, Picea e Populus (HARTNEY, 1979; PARANJOTHY et al., 1990),
apesar de ter sido implementada tardiamente € uma ferramenta muito util na
multiplicacdo de espécies florestais de importdncia econ6mica ou que se
encontram em extincdo como Pinus pinaster (RIBAS et al., 2005; GOMES et
al., 1999 apud RIBAS, 2005), no entanto, ndo existem relatos na literatura

sobre a micropropagacao de agoita-cavalo.

Durante os ultimos anos, houve um expressivo acréscimo no uso da
propagacado vegetativa in vitro como ferramenta para a implantagdo de
florestas clonais, substituindo-se as praticas convencionais por alternativas
que passaram a garantir a superioridade genética dos individuos (BASSAN,
2006). Como forma de propagacao vegetativa, a micropropagacao torna-se
uma alternativa para a regeneracao de plantas que apresentam dificuldade de
reproducao natural, baixo poder germinativo e, também, para aqueles casos
em que os métodos convencionais de propagacado vegetativa ndo sao viaveis
(THORPE et al., 1991; SERAFINI et al., 2001).

A micropropagacao ganhou grande impulso na década de 1970 e, neste
periodo, surgiu o conceito de estagios de desenvolvimento no processo de
propagacao in vitro, elaborado por Murashige (1974, apud GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998):

Estagio | — selecao de explantes, desinfestacdo e cultura em meio
nutritivo sob condicdes assépticas;
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Estdgio Il — multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas

subculturas em meio proprio para a multiplicacéo;

Estagio Il — transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subseqlente transplantio das plantas obtidas para
substrato ou solo.

Para Grattapaglia e Machado (1998), conforme o explante e a
subseqiiente manipulacdo, a micropropagagcao pode ser conduzida por trés
maneiras distintas: a) multiplicacdo por meio de proliferacdo de gemas
axilares; b) multiplicacdo mediante a inducdo de gemas adventicias por
organogénese direta ou indireta (passando pela fase de calo); e c¢)

multiplicacéao via embriogénese somatica.

O estabelecimento das culturas € a fase inicial da micropropagac¢ao, em
que o explante mais adequado € selecionado; essa etapa é concluida com a
obtencdo de uma cultura livre de contaminantes visiveis e suficientemente
adaptada as condi¢des in vitro, de modo que apresente reacao a aplicacdo de
fitorreguladores na fase seguinte de multiplicagdo (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Infinitas dificuldades estao sendo encontradas para a micropropagacao
de espécies lenhosas, dentre estas se pode citar a oxidacao fendlica que pode
dificultar o estabelecimento in vitro, é causada pela liberacdo de compostos
fendlicos, ocorrendo devido ao dano causado nas células durante a excisédo
dos explantes (FLORES et al., 1998). Outro entrave encontrado para o uso
extensivo da micropropagacdo é a obtencdo de culturas livres de
contaminacéo, principalmente por bactérias, pois nem sempre se pode elimina-
las com o uso de antibiéticos (CHAVES et al.,, 2005); além disso, a
recalcitrancia in vitro (falta de resposta morfogenética) deve ser observada, e
as espécies lenhosas em particular, possuem destaque entre as espécies
recalcitrantes (SOUZA e JUNGHANS, 2006).

A variabilidade observada nos resultados, decorrentes de caracteristicas
inerentes as plantas (gendétipo, idade e condigdes fisiolégicas) ou ao meio
ambiente, é outra caracteristica das metodologias de micropropagacao
(PARANJOTHY et al., 1990). Para Vasil (1987), a competéncia morfogenética
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in vitro € complexa e indiretamente influenciada por fatores fisiolégicos e

ambientais.

2.2.2 Desinfetacao superficial e germinacdo asséptica de sementes

Uma das maiores dificuldades no estabelecimento in vitro de espécies
lenhosas esta na obtencéo de tecidos livres de contaminacédo (BIANCHI et al.,
2003), tendo em vista que permanecem um bom periodo no campo, estando
mais susceptiveis aos microorganismos (bactérias, fungos, entre outros). Em
funcdo disso, sao rotineiramente contaminadas tanto interna como
externamente por patégenos que sao dificeis de controlar, sendo que a
desinfestacao e desinfeccao podem causar danos aos tecidos ou mesmo leva-
los a morte (ANDRADE et al.,, 2000). Pelo exposto, torna-se mais facil e
eficiente trabalhar com plantulas oriundas de sementes germinadas
assepticamente, pois assim os explantes sdo excisados de material juvenil e

livre de contaminantes.

Os microrganismos contaminantes competem com o vegetal pelos
nutrientes do meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela
colonizagao de seus tecidos, podendo eliminar no meio, metabdlitos téxicos as
plantas (MONTARROYQOS, 2000).

Segundo Cid (2006) a assepsia € entendida como um conjunto de
técnicas para tornar um explante livre de microorganismos. Para o autor, na
obtencdo de explantes livres de contaminantes é inevitavel a utilizacdo de
antissépticos, sejam estes bacteriostaticos (inibem o crescimento de bactérias
nas fases iniciais do cultivo) ou germicidas, associada a uma manipulacao

correta dos explantes em ambiente axénico (livre de contaminantes).

Existem diversas substancias que podem ser utilizadas para a assepsia
do material vegetal, dentre estas se podem citar os antibidticos, alcoois
(etanol), halogénicos (hipoclorito de calcio e hipoclorito de so6dio), sais de
metais pesados (cloreto de mercurio) e fungicidas organicos (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998; CID, 2006). Os agentes desinfestantes podem ser
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utilizados de maneira associada ou nao, para uma maior eficiéncia do
protocolo de desinfestacdo. Outro agente que possui duas vias de acédo é a
agua quente, que age tanto na desinfestagao superficial como na quebra de
dorméncia (MARTINS-CORDER e BORGES JR, 1999).

Os fungicidas podem ser classificados como de contato, protetores e
sistémicos. Os fungicidas de contato sdo aqueles que agem diretamente sobre
0 patégeno, na fonte de inéculo, ao contrario dos sistémicos que atenuam os
sintomas ou reparam 0s danos provocados pelo patégeno (KIMATI, 1995).
Thiabendazole e Metalaxil sdo classificados como fungicidas sistémicos e
Captan é um fungicida de contato.

A concentracdo da solucdo, a combinacdo dos principios ativos e o
tempo de exposicdo podem variar muito (MONTARROYOS, 2000 apud
CHAVES, 2005), fazendo-se necessaria, portanto, a definicao de um protocolo
eficiente de desinfestacdo de acordo com a espécie e com a sensibilidade do

tecido a ser desinfestado.

2.2.3 Explante e meio de cultura

Segundo Puga et al. (1991), explante é o 6rgdo ou parte de tecido da
planta, o qual sera utilizado para iniciar um cultivo in vitro em experimentos de
micropropagacao. Para Grattapaglia e Machado (1998), diversos explantes
podem ser utilizados para iniciar a propagacado in vitro de uma planta, a
escolha do explante apropriado constitui o primeiro passo para o
estabelecimento in vitro dos cultivos. De acordo com Termignoni (2005), o uso
de 4dapices e de segmentos caulinares €& bastante comum entre os
micropropagadores pela facilidade de obtencdo, pelo numero inicial de
explantes isolados da planta-mée, pela viabilidade in vitro e pelo crescimento
rapido. As gemas apicais tém demonstrado uma maior capacidade de
crescimento em relacdo as gemas axilares, que estdo sob efeito da
dominancia apical. Isto é comum em plantas herbaceas ornamentais e

olericolas, sendo que o contrario, em geral, vale para plantas arbéreas.
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Quanto a idade dos explantes para espécies lenhosas sédo indicados os
provenientes de organismos jovens, pois uma série de alteragcbes na
capacidade morfogenética dos tecidos podem ocorrer com a passagem do
estado juvenil para o adulto (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Os meios de cultivo possuem grande quantidade de macro e
micronutrientes em diferentes proporcdes, responsaveis pelo crescimento da
planta como um todo, carboidratos como fonte de carbono (sacarose, glucose,
maltose), vitaminas (tiamina, piridoxina e &cido ascoérbico), além de outros
nutrientes como inositol e sorbitol (DAMIAO FILHO, 1995; HU e FERREIRA,
1998).

Os meios de cultura, segundo Torres et al. (1998), além de fornecer as
substancias essenciais para o crescimento, também controlam o padrdo de
desenvolvimento in vitro. Thorpe et al. (1991) revisaram os meios de cultura
que tém sido utilizados para a regeneracao de espécies de diferentes géneros,
alguns desses meios foram especificamente formulados para fornecer os
requisitos particulares a espécie em estudo, como o meio basico de cultura de
Murashige & Skoog - MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), desenvolvido,
inicialmente, para tecido medular de Nicotiana tabacum, e o Woody Plant
Medium (WPM) elaborado por Lloyd e McCown (1981), para a propagacao de
plantas lenhosas.

2.2.4 Orientacao do explante e citocininas

Diversos sado os tratamentos que podem ser dados aos explantes para
estimular o seu desenvolvimento in vitro, tais como redu¢cdo na concentracéo
de sacarose, acréscimo de carvao ativado ao meio de cultura, uso de
reguladores de crescimento, alteragdes no fotoperiodo, emprego de diferentes
agentes geleificantes no meio nutritivo, orientacdo do explante no frasco entre

outros.

Vieitez et al. (1993) obtiveram uma eficiente producédo de brotacdes em

Quercus rubra combinando trés tratamentos que favoreceram o crescimento
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das gemas laterais: excisdo do &pice, cultivo na orientagcdo horizontal e
tratamento com citocininas. Lane (1979) quebrou a dominancia apical em
explantes de Pyrus, retirando o 4pice ou inoculando as partes aéreas deitadas
sobre o meio de cultura e, para Yae et al. (1987), a orientacdo horizontal
mostrou ser superior a vertical para varios clones de “Delicious”, apesar de ter

pouco efeito em outras cultivares testadas.

Dentre os pontos mais importantes na multiplicacédo in vitro destacam-se
aqueles referentes as concentragdes de citocinina e o tipo de meio de cultivo a
ser utilizado (CHAVES et al., 2005). As citocininas sao reguladores de
crescimento que desempenham um papel fundamental no crescimento e
morfogénese em cultura de tecidos, estimulando a divisao celular, bem como,
a inducao e a proliferacdo de brotacdes adventicias (GEORGE e
SHERRINGTON, 1984 apud FLORES et al., 1998).

A adigdo de reguladores de crescimento na cultura de tecidos tem o
objetivo principal de suprir as deficiéncias dos teores enddgenos de horménios
nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras na planta-
matriz. Das citocininas comercialmente disponiveis a 6-benzilaminopurina
(BAP) é a que, em geral, apresenta os melhores resultados (BORGATTO e
HAYASHI, 2002). As concentragcdes podem variar de acordo com a espécie,
Torres et al. (2001) recomendam a utilizagcdo de concentracdes entre 0,03 a 30
mg L.

O uso exagerado deste regulador de crescimento (BAP) é tdxico e
caracteriza-se, principalmente, pela falta de alongamento das culturas,
reducao da area foliar, encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado
do caule, vitrificacao generalizada (LESHEN et al., 1988 apud CHAVES et al.,
2005).

A maneira complexa com que os reguladores de crescimento e as
células interagem indica que, se o tecido nao esta em um estadio responsivo,
ele nao ir4 responder adequadamente aos reguladores de crescimento
exdgenos, nao importando em quais concentracbées e combinacdes esses
reguladores sao utilizados. A auséncia na resposta a um regulador de
crescimento é frequentemente um problema em cultivos in vitro (BONGA e
VONADERKAS, 1992 apud ALVES et al., 2004).
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Apesar das adversidades encontradas na micropropagacado de espécies
lenhosas, as vantagens do emprego de clones de plantas elite estimulam o
desenvolvimento de protocolos mais eficientes de micropropagacédo (DURZAN,
1988).
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3 CAPITULO | - DESINFESTACAO SUPERFICIAL E
GERMINACAO ASSEPTICA DE SEMENTES DE ACOITA-
CAVALO

3.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de desinfestacao
para germinacao asséptica de sementes de agoita-cavalo, visando a obtencao
de plantulas sadias que, posteriormente, serdao fontes de explantes para a
micropropagacao.

3.2 Material e métodos

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, do Departamento de Fitotecnia,
Centro de Ciéncias Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.

As sementes foram coletadas e armazenadas pela Fundagado Estadual
de Pesquisa Agropecuaria — Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, em 2004
e 2005.

Para definicdo de um protocolo eficiente de desinfestacdo e germinacao

asséptica foram desenvolvidos quatro experimentos.
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3.2.1 Experimento |

O meio de cultivo utilizado para a germinacao das sementes foi o0 meio
base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol e 7 g L' de agar, sendo o pH ajustado
para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos a
temperatura de 121°C e 1 atm.

Para a desinfestacdo superficial das sementes foram utilizados cinco

tratamentos:

T1 (testemunha) - imersdo em solucdo de etanol 70% (v/v) por 30
segundos + imersdo em solucao de hipoclorito de so6dio a 2,5% por 10

minutos;

T2 - imersdo em solucéo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% por 10 minutos + imersdo em
solucdo de fungicida Thiabendazole a 8 g L™ por 10 minutos;

T3 - imersdo em solucéo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% por 10 minutos + imersdo em
solucdo de fungicida Metalaxil a 8 g L' por 10 minutos;

T4 - imersédo em solucédo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% por 10 minutos + imersdo em
solucdo de fungicida Thiabendazole mais fungicida Metalaxil nas
concentracdes de 4 g L' e 4 g L'1, respectivamente, por 10 minutos;

T5 - imersédo em solucédo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% por 10 minutos + imersdo em
solucdo de fungicida Thiabendazole mais fungicida Metalaxil nas
concentracdes de 8 g L' e 8 g L'1, respectivamente, por 10 minutos;

Em todos os tratamentos, apés a imersdo em cada solucao
desinfestante, as sementes foram submetidas a um triplo enxaglie com agua

destilada estéril para remocao do residuo das solugcdes desinfestantes.
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As sementes foram inoculadas sob condigcdes assépticas em mesa de
fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de quatro frascos de
vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro
sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio
e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 umol m™?
s e temperatura de 25+2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes por tratamento.

A avaliagao foi realizada aos 56 dias de cultivo. As variaveis observadas
foram germinagao (%), contaminacao fungica (%) e contaminacado bacteriana
(%).

As variaveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida
por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas analises de variancia e
as médias, quando necessario, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico Statistica (STASOFT,
1998).

3.2.2 Experimento Il

O meio de cultivo utilizado para a germinacdo das sementes foi o0 meio
base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol e 7 g L' de &gar, sendo o pH ajustado
para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos a
temperatura de 121°C e 1 atm.

Para a desinfestacdo superficial das sementes foram utilizados quatro

tratamentos:

T1 (testemunha) — imersdao em agua quente (x 60°C) por 10 minutos +
imersdo em solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdao em
solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% por 10 minutos + imersdo em solucéo de

fungicida Captan na concentragdo de 2 g L' por 10 minutos;
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T2 — imersao em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdao em solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% por 10 minutos + imersao em solucao de fungicida
Captan na concentragdo de 10 g L™ por 10 minutos;

T3 — imersdo em solucao de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solucdo de hipoclorito de sodio a 2% por 10 minutos + imersdo em solucéo
de fungicida Captan na concentracdo de 2 g L' por 10 minutos;

T4 — imersédo em solugdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao
em solugado de hipoclorito de sédio a 2% por 10 minutos + imersao em solugao
de fungicida Captan na concentracdo de 10 g L™ por 10 minutos;

Em todos os tratamentos, apdés a imersdao em cada solugcao
desinfestante, as sementes foram submetidas a um triplo enxaglie com agua

destilada estéril para remocao do residuo das solugcdes desinfestantes.

As sementes foram inoculadas sob condigcdes assépticas em mesa de
fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de quatro frascos de
vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro
sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio
e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 umol m™
s' e temperatura de 25 +2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes por tratamento.

A avaliagao foi realizada aos 56 dias de cultivo. As variaveis observadas
foram germinagao (%), contaminacao fungica (%) e contaminacado bacteriana
(%).

As variaveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida
por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas andlises de variancia e
as médias, quando necessario, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico Statistica (STASOFT,
1998).
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3.2.3 Experimento Il

O meio de cultivo utilizado para a germinacdo das sementes foi o0 meio
base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol e 7 g L' de &gar, sendo o pH ajustado
para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos a
temperatura de 121°C e 1 atm.

Para a desinfestacdo superficial das sementes foram utilizados cinco

tratamentos:

T1 (testemunha) - imersdo em solucdo de etanol 70% (v/v) por 30
segundos + imersdo em solugcao de hipoclorito de sddio a 3% por 10 minutos;

T2 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em solucdo de
hipoclorito de sddio a 3% por 10 minutos;

T3 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersdao em
solucéo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao em hipoclorito de sédio
a 3% por 10 minutos + imersdo em solucdo de fungicida Captan (10 g L") por

10 minutos;

T4 - imersao em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersdao em
solucéo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersao em hipoclorito de sédio
a 3% por 10 minutos + imersdo em solugdo de fungicida Captan (10 g L") por
10 minutos + imersdo em solucdo de fungicida Thiabendazole (8 g L) por 10

minutos;

T5 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersdao em solucao de fungicida Thiabendazole
(8 g L") por 10 minutos.

Em todos os tratamentos, apds os procedimentos de desinfestacao, as
sementes foram submetidas a um triplo enxaglie com agua destilada para

remocao do residuo das solugdes desinfestantes.
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As sementes foram inoculadas sob condigcdes assépticas em mesa de
fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de quatro frascos de
vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e trés
sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio
e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 umol m™?
s e temperatura de 25 +2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes por tratamento.

A avaliagao foi realizada aos 60 dias de cultivo. As variaveis observadas
foram germinagao (%), contaminacao fungica (%) e contaminacado bacteriana
(%).

As variaveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida
por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas analises de variancia e
as médias, quando necessario, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico Statistica (STASOFT,
1998).

3.2.4 Experimento IV

O meio de cultivo utilizado para a germinacao das sementes foi o0 meio
base MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (ANEXO A), acrescido de 30 g L' de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol e 7 g L' de agar, sendo o pH ajustado
para 5,7. Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos a
temperatura de 121°C e 1 atm.

Para a desinfestacdo superficial das sementes foram utilizados sete

tratamentos:

T1 (testemunha) - imersdao em agua quente (x 60°C) por 10 minutos +
imersdao em solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdao em
solucao de hipoclorito de s6dio a 3% por 10 minutos + imersdao em solugao de
cloreto de mercurio a 0,05% por 10 minutos;
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T2 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdao em solucdo de
hipoclorito de s6dio a 3% por 10 minutos + imersdo em solucéo de cloreto de
mercurio a 0,1% por 10 minutos;

T3 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersao em solucdo de cloreto de mercurio a

0,2% por 5 minutos;

T4 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersdo em solugcao de cloreto de mercurio a

0,3% por 5 minutos;

T5 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersao em solucao de cloreto de mercurio a

0,4% por 5 minutos;

T6 - imersdo em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdo em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersao em solucdo de cloreto de mercurio a

0,5% por 3 minutos;

T7 - imersdao em agua quente (x 60°C) por 10 minutos + imersao em
solucdo de etanol 70% (v/v) por 30 segundos + imersdao em hipoclorito de
sédio a 3% por 10 minutos + imersdo em solugcdo de cloreto de mercurio a

0,6% por 5 minutos;

Em todos os tratamentos, apdés os procedimentos de desinfestagcao, as
sementes foram submetidas a um triplo enxagie com agua destilada seguido
de enxagle em solucédo de carvao ativado (CA) na concentracao de 0,5% para
remocao do residuo das solugdes desinfestantes.

As sementes foram inoculadas sob condigcdes assépticas em mesa de
fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta de um frasco de
vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro

sementes cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio
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e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 umol m™

s e temperatura de 25+2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com

vinte repeticdes por tratamento.

A avaliagao foi realizada aos 60 dias de cultivo. As variaveis observadas
foram germinagao (%), contaminacao fungica (%) e contaminacado bacteriana
(%).

As variaveis foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, dividida
por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas analises de variancia e
as médias, quando necessario, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico Statistica (STASOFT,
1998).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Resultados e discussédo do experimento |

Os tratamentos n&o foram estatisticamente significativos para nenhuma
das variaveis analisadas (Figura 1), altas médias de contaminacao fungica
foram observadas em todos os tratamentos, fato que pode ter influenciado os
baixos valores observados tanto para contaminagdo bacteriana como para
germinagao das sementes, tendo em vista que a contaminagao fungica (em

maior escala) ocorreu logo na primeira semana de cultivo.

As médias de germinacao, apesar de serem baixas, sdo consideradas
normais, quando comparadas com a taxa de germinacao da espécie e do lote
de sementes de 2004, que fica em torno de 20-75% e 26,5% (APENDICE A),
respectivamente. O tratamento T4 apresentou a média de germinacao de
28,75% e o tratamento T2 a média 10%.

Os fungicidas Thiabendazole e Metalaxil ndo foram eficientes no

controle dos fungos existentes nas sementes de acoita-cavalo, por serem
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estes, fungicidas sistémicos o tempo de exposicdo das sementes ao fungicida
pode ter sido inferior ao necessario para que este agisse sobre os fungos.

A utilizacdo de hipoclorito de sédio e etanol, nas concentracbes e
tempos de imersao, utilizados neste experimento, ndo foram satisfatérios para
o controle dos contaminantes existentes nas sementes de acoita-cavalo
(APENDICE B), o que contrastam com os resultados encontrados por Andrade
et al. (2000), em estudos realizados com Myracrodruon urundeuva Fr. All, onde
esses autores utilizaram para uma desinfestacdo eficiente a imersdo dos
frutos-sementes em solugcdo em etanol a 70% por 30 segundos, seguida de
imersdo em solucado hipoclorito de sédio a 1% por 10 minutos e lavagem por
trés vezes em agua destilada.

99,9a* 99,9a

5,0a —
0a 0a Oa [-)-0-

Contaminagéo fungica (%) Contaminagao bacteriana (%) Germinacao (%)

BT1 mT2 3T3 ®MT4 3T5

Figura 1 — Percentual de contaminacdo fungica, contaminacdo bacteriana e
germinacédo de sementes de Luehea divaricata Martius et Zuccarini
cultivadas in vitro. Santa Maria, RS, 2007.

*Médias nao seguidas de mesma letra, diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade de erro.

Resultados positivos com relagao a desinfestacdo de sementes foram
obtidos por Saba et al. (2002) com a espécie Pilocarpus microphyllus Stapf,

sendo que as sementes foram imersas em solucdo de etanol (puro) por trés
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minutos, seguida de imersdo em solucao de hipoclorito de sédio a 3% por 20
minutos e lavadas por trés vezes em agua destilada autoclavada.

Chaves et al. (2005) observaram que apenas a imersdao em etanol,
seguida de imersao em hipoclorito de s6dio, ou apenas a utilizacdo de um ou
outro desinfestante, era suficiente para controlar a contaminagdo em sementes
de Physalis peruviana L., sem que estes agentes prejudicassem a germinacao

da espécie.

3.3.2 Resultados e discussao do experimento Il

Para contaminacao fungica e germinacdao houve diferenca significativa
entre os tratamentos utilizados, porém para contaminacdo bacteriana néao

houve significancia.

Os tratamentos T1 e T2 nao diferem entre si e foram superiores aos
tratamentos T3 e T4, onde a contaminagéo fungica foi bastante severa (Figura
2). Estes resultados inferem que a imersao em agua quente é essencial para o
controle dos fungos, pois aqueles tratamentos que ndo possuem agua quente
(T3 e T4), mesmo possuindo outro agente fungicida, o Captan, nao
demonstraram eficiéncia no controle destes microrganismos.

A utilizacao de agua quente aumentou a germinagao das sementes de
acoita-cavalo, ja que foi eficiente no controle de fungos, os quais competiam
com o vegetal. Em sementes de Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et
Planch., Franco e Ferreira (2002) observaram que a imersdo das sementes em

agua quente (80°C) por 10 minutos inibiu a germinacao da espécie.
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Figura 2 — Médias de contaminagdo fungica, contaminacao bacteriana e
germinagcdo de sementes de acoita-cavalo (Luehea divaricata
Martius et Zuccarini) submetidas a diferentes tratamentos de
desinfestacao, Santa Maria, RS, 2007.

* Médias ndo seguidas de mesma letra, diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.

A agua quente, além de agente desinfestante, também pode ter agido na
quebra de dorméncia das sementes, mesmo Carvalho (1994) afirmando que o
acoita-cavalo nao possui dorméncia, a espécie é classificada como
intermediaria, pois possui caracteristicas tanto de sementes recalcitrantes,
como de ortodoxas e, dessa maneira, a agua quente pode ter rompido algum

mecanismo de dorméncia da espécie, favorecendo a germinagao.

No que se refere ao fungicida Captan, este ndo apresentou toxidade ao
vegetal nas concentracdes testadas (2 e 10 g L), pois ndo afetou a
germinacao que foi de 32,5% e 36,2% em T1 e T2, respectivamente, resultado
superior ao verificado no teste de germinacao do lote de 2004 (APENDICE A).
O fungicida ainda auxiliou no controle aos fungos, sua utilizacdo € importante
desde que associado aos outros agentes desinfestantes. Sugere-se utilizar a

menor dose (2 g L) para reduzir custos e minimizar os danos ao meio
ambiente.

Para contaminagcao bacteriana, mesmo que os tratamentos ndo tenham
diferencas estatisticas, nos tratamentos T1 e T2 foram encontradas as médias
de 45 e 40%, respectivamente.
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3.3.3 Resultados e discussao do experimento Il

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos de desinfestacao
para as variaveis germinacdo e contaminacdo fungica. Em relagdao a
contaminacéo bacteriana, o tratamento T5 nao apresentou crescimento destes
microrganismos. O tratamento T1, por sua vez, apresentou 55% de
contaminacdo por bactérias e 62,5% de contaminacao fungica (Figura 3), o
que pode ser atribuido a auséncia de imersdo das sementes em agua quente.
Esse procedimento parece ser fundamental para o controle da contaminacéao
bacteriana e fungica in vitro de sementes de acgoita-cavalo. Os tratamentos T2,

T3 e T4 apresentaram niveis de contaminacao entre T5 e T1.

Observou-se que o tratamento T5, com média de contaminacao
bacteriana de 0%, manifestou resultado similar aos tratamentos T2 e T3,
ratificando a idéia de que a imersdo das sementes em agua quente é um

procedimento necessario para o controle destes microrganismos.

62,5a"

Contaminagdo fungica (%) Contaminagao bacteriana(%) Germinagao (%)

@ﬂsmlmmmum\

Figura 3 — Percentual de contaminacéao flngica, contaminagcao bacteriana
e germinacado de sementes de Luehea divaricata Martius et
Zuccarini cultivadas in vitro. Santa Maria, RS, 2007.

* Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
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Os tratamentos de desinfestacdo néo diferiram estatisticamente para a
variavel germinagcédo, sendo observada uma porcentagem de 23 a 51% de
sementes germinadas nos diferentes tratamentos, taxa que esta préxima da
verificada no teste de germinacéo do lote 2004 (APENDICE A).

3.3.4 Resultados e discussao do experimento |V

Nao houve diferencas significativas para nenhuma das variaveis testadas,
porém, apesar de nao haver significAncia, as médias de contaminacdo, tanto
fungica como bacteriana, foram menores que nos experimentos anteriores e a
germinacéao ficou dentro dos padroes de germinacao para a espécie.

As taxas mais altas de contaminacao fungica foram encontradas nos
tratamentos T1 e T2, com 28,7% e 30%, respectivamente. Nesses tratamentos
foram utilizadas concentracées menores de cloreto de mercurio por tempos de
imersdao mais prolongados. Concentragcao de 0,05% de cloreto de mercurio por 10
minutos foi utilizada para desinfestacdo de explantes de Aspidosperma
polineuron, com eficacia comprovada por Ribas et al. (2005). Isso indica que
baixas concentracdes ndo afetam os tecidos mais sensiveis, porém, para a
desinfestacdo de sementes que possuem tecidos mais resistentes sao
necessarias concentragcées mais elevadas.

O tratamento T6 apresentou a média de contaminacéao fungica de 7,5%, e
a contaminacdo bacteriana foi ausente nesse tratamento, associada a isso uma
boa taxa de germinacao foi observada, 52,5%, indicando que este tratamento foi
eficiente no controle dos microrganismos associados as sementes do lote de
2005 (APENDICES A e B) (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Médias de contaminacado flngica e bacteriana em sementes
germinadas in vitro de agoita-cavalo (Luehea divaricata
Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007.

* Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Tavares et al. (2004) desinfestaram sementes de arroz (cultivar BRS 7
“Taim”) expondo-as as solucdes de alcool 70% por 3 minutos, solucdo de
hipoclorito de sédio 40% (produto comercial) por 40 minutos, seguido de trés
lavagens em agua destilada estéril e, por fim, solugdo de cloreto de mercurio
0,6% por 10 minutos, seguido de quatro lavagens em agua destilada estéril,
procedimento semelhante ao tratamento T6.

Pereira et al. (1999) utilizaram plantulas oriundas de sementes
germinadas in vitro como fonte de explantes para experimentos com cultura de
tecidos, e para a desinfestacdo superficial das sementes utilizaram o seguinte
protocolo: imersdo por 10 minutos em cloreto de mercurio (0,6%) e por 20
minutos em hipoclorito de soédio (1%), seguida de trés lavagens em agua
destilada esterilizada. A utilizacdo de cloreto de mercurio vem sendo
empregada por micropropagadores como uma alternativa para desinfestacao
de explantes e sementes, na fase de estabelecimento in vitro, fase esta em

que a contaminacao por microrganismos € um fator limitante.
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Figura 5 — Médias de germinacédo in vitro de sementes de acoita-cavalo
(Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS,
2007.

* Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

O cloreto de mercurio ndao atuou negativamente sobre a germinacao das
sementes, mas apresentou efeito toxico. A maioria das plantulas apresentaram
folhas amareladas em todos os tratamentos (Figura 6), contudo explantes
retirados destas plantulas foram utilizados em experimentos subseqlientes in

vitro e responderam bem aos tratamentos aplicados.

Figura 6 — Aspecto de plantulas de acgoita- cavalo (Luehea divaricata Martius et
Zuccarini) germinadas in vitro (a- plantulas nao tratadas com cloreto de
mercurio; b e c- plantulas amareladas, tratadas com cloreto de mercurio).
Santa Maria, RS, 2007.
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3.4 Conclusao

A imersao das sementes em agua quente é fundamental para o controle
(parcial) de microrganismos associados as sementes, bem como promover

uma maior taxa de germinagao.

O cloreto de mercurio controlou parcialmente a contaminacao fungica e
totalmente a contaminacdo bacteriana, porém demonstrou toxidade ao

desenvolvimento das plantulas, com o aparecimento de folhas amareladas.

Os tratamentos testados nao foram eficazes em promover a
desinfestacao superficial relacionada a presenga de fungos, uma vez que

estes microrganismos estiveram presentes em todos os tratamentos testados.



4 CAPITULO Il - SELEQAO DE MEIO DE CULTIVO E
EXPLANTE DE Luehea divaricata Martius et Zuccarini PARA
O ESTABELECIMENTO IN VITRO

4.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo de explante e o meio de
cultivo mais eficientes para o estabelecimento in vitro, visando a
micropropagacao de agoita-cavalo.

4.2 Materiais e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.

Os explantes testados foram excisados de plantulas oriundas de
sementes germinadas in vitro com 40-50 dias de idade, as sementes foram
coletadas e armazenadas pela Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria —
Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, em 2005.

Os tratamentos consistiram em dois tipos de explantes: apices
caulinares e segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de comprimento,
associados a dois diferentes meios de cultura, o meio base MS e o WPM
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(ANEXO A), sendo estes acrescidos de 30 g L' de sacarose, 100 mg L™ de
mio-inositol, 7 g L' de 4gar e pH ajustado para 5,7. Posteriormente, os meios
foram autoclavados por 15 minutos a temperatura de 121°C e 1 atm.

Os explantes foram inoculados sob condicdes assépticas em mesa de
fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por quatro frascos de
vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio e um explante
cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio e dispostos
em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 pmol m2 s e
temperatura de 25 + 2°C, em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema bifatorial (2 meios nutritivos x 2 tipos de explantes) com cinco

repeticdes por tratamento.

A avaliacdo foi realizada aos 60 dias de cultivo e as variaveis
observadas foram sobrevivéncia, estabelecimento, nUmero de nds, niumero de
folhas, presenca de calo e presenca de raiz. A sobrevivéncia foi indicada pela
coloracdo verde do explante e o estabelecimento, pela formacdo de novas
gemas ou folhas.

As variaveis sobrevivéncia, estabelecimento, numero de n6s e numero
de folhas foram transformadas para raiz quadrada de X, presenca de calo e
presenca de raiz foram transformadas para raiz quadrada de X + 0,5, sendo X
o valor observado. Foram realizadas analises de varidncia e as médias
comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o
programa estatistico Statistica (STASOFT, 1998).

4.3 Resultados e discussao

Para a interacdo e para os efeitos principais meio de cultivo e tipo de
explante nado houve diferencas significativas entre os tratamentos para a
maioria das varidveis analisadas, exceto para a presenca de raiz (Tabela 1),
em que foi observada a influéncia do meio nutritivo sobre o enraizamento de

acoita-cavalo.
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Os resultados obtidos demonstraram que o estabelecimento in vitro
desta espécie pode ser efetuado, com sucesso, em ambos os meios testados,

empregando-se tanto apices caulinares quanto segmentos nodais.

Tabela 1 — Anélise de variancia para a variavel formacao de raiz em explantes de acoita-
cavalo (Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007.

Causa de Variacao GL Quadrado Médio F
Meio nutritivo 1 27,2282 6,87*
Tipo de explante 1 4,1369 1,04
Meio * tipo de explante 1 0,0004 0,00
Residuo 16 3,9646
Total 19

* F significativo a 5% de probabilidade de erro.

Contudo, para que ocorra a formacao de raizes ha diferencas entre os
meios (Figura 1). O enraizamento em agoita-cavalo, independente do tipo de
explante, foi superior no meio WPM (70,83%) em comparacao ao observado no
meio MS (42,50%). Deccetti (2000) observou um alto percentual de
enraizamento e maior numero de raizes em Annona glabra na auséncia de
reguladores de crescimento e Brum (2001), trabalhando com enraizamento de
brotacbes de Ficus carica L., também afirma que nao é necessario utilizar
reguladores de crescimento para o enraizamento, o que também ¢é verificado
na espécie acgoita-cavalo que apresentou enraizamento elevado na auséncia
de reguladores de crescimento.

Mantovani et al. (2001) verificaram um enraizamento para Cordia
trichotoma (Vellozo) Arrabida ex teudel (louro-pardo) de 73%, quando utilizado
o meio WPM com a adicao de acido 3-Indolbutirico (AlIB) na concentracdo de
1,6 mg L' + carvao ativado (CA) na concentragdo de 1,5 g L.
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Figura 1 — Enraizamento de acgoita-cavalo em dois meios de cultivo,
WPM e MS. Santa Maria, RS, 2007.

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo

teste F a 5% de probabilidade de erro.

Mantovani et al. (1999) verificaram a superioridade do meio WPM, na
multiplicacdo de Didymopanax morototoni (Aubl.) Dene. et Planch., quando
comparado com o meio MS; Erig e Schuch (2005) também observaram que o
meio WPM favoreceu o estabelecimento in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei
Reade) cv. Flérida, com a adicao de 24,6 uM de Isopenteniladenina (2-iP) ao
meio. Em estudos sobre a regeneracao in vitro de Cordia trichotoma (louro-
pardo), Mantovani et al. (2001) verificaram que a multiplicacdo da espécie foi
favorecida quando a cultura se desenvolveu em meio WPM sem adigao de
reguladores de crescimento com este meio, proporcionando maior estimulo no
desenvolvimento de gemas axilares, quando comparado ao meio MS.
Provavelmente, o enraizamento de agoita-cavalo foi superior no meio WPM em
relacdo ao meio MS, devido a baixa concentracdo idnica deste meio, o que
contribuiu para o enraizamento (Figura 2). Entretanto, o meio MS também
proporciona bons resultados como, por exemplo, na multiplicacdo de Euterpe
edulis (GUERRA e HANDRO, 1991) e de macieira (Malus domestica) cv.
Galaxy (ERIG et al., 2004).

Apices caulinares e segmentos nodais sdo explantes muito utilizados no

cultivo in vitro e para acgoita-cavalo ambos demonstraram competéncia para o
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estabelecimento da cultura. Segmentos nodais apresentaram eficiéncia no
estabelecimento de diversas espécies lenhosas, tais como mirtilo (Vaccinium
ashei Reade) (ERIG e SCHUCH, 2005), café (RIBEIRO et al., 2002), porta-
enxerto de videira (Vitis vinifera) 420-A (DZAZIO et al., 2002), porta-enxertos
do género Prunus (SILVEIRA et al., 2001), macieira (Malus domestica) (ERIG
et al., 2004), Cordia trichotoma (louro-pardo) (MANTOVANI et al., 2001).

Fgura 2 — Raizes em apices caulinares de agoita-cavalo (Luehea
divaricata Martius et Zuccarini), cultivados em meio
WPM (A) e MS (B). Santa Maria, RS, 2007.

Na Figura 3, é possivel visualizar as diferentes respostas dos explantes,
nos meios de cultivo WPM e MS, isso se deve a relagdo de “gendtipo —
dependéncia”, ou seja, cada gendétipo responde de maneira Unica as condi¢oes
as quais é submetido.

Os resultados obtidos demonstraram que o estabelecimento in vitro de
acgoita-cavalo pode ser efetuado, com sucesso, em ambos 0s meios testados
empregando-se tanto 4pices caulinares quanto segmentos nodais. Apesar
disso, um ponto que deve ser considerado é a produtividade do trabalho, as
plantulas utilizadas como fonte de explantes produzem um maior nimero de
segmentos nodais (dois a trés por plantula) comparadas aos apices caulinares
(um por plantula). Além disso, o meio WPM tem um custo mais baixo quando
comparado ao MS, pois sua composicdo de sais € reduzida. Considerando o
exposto, para maximizar o cultivo in vitro de agoita-cavalo sugere-se cultivar

segmentos nodais em meio WPM.



51

Figura 3 — Desenvolvimento de diferentes explantes
em diferentes meios de cultivo, aos 60 dias
de cultivo (a — apice caulinar em meio
WPM; b — segmento nodal em meio WPM;
¢ — apice caulinar em meio MS; d -
segmento nodal em meio MS). Santa
Maria, RS, 2007.

4.4 Conclusao

Para o estabelecimento in vitro de acgoita-cavalo, pode-se empregar
tanto apices caulinares como segmentos nodais, independente do meio de
cultivo WPM ou MS.

Para o enraizamento, o meio WPM foi mais eficiente, nos dois tipos de

explantes, 4pices caulinares e segmentos nodais.



5 CAPITULO IIl - EFEITO DA ORIENTACAO DO EXPLANTE EM
RELAGCAO AO MEIO DE CULTURA

5.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da orientacdo do

explante no frasco no desenvolvimento in vitro de agoita-cavalo.

5.2 Materiais e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.

Os explantes, segmentos nodais, foram excisados de culturas obtidas a
partir de sementes, 0s quais ja estavam em seu segundo subcultivo. As
sementes foram coletadas e armazenadas pela Fundacdo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria — FEPAGRO /Florestas em Santa Maria, RS, em 2004.

Foi utilizado o meio base Wood Plant Medium — WPM (LLOYD e
MCCOWN, 1981) (ANEXO A), sendo este acrescido de 30 g L' de sacarose,
100 mg L' de mio-inositol e 7g L' de agar, com pH ajustado para 5,7.
Posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 minutos a temperatura
de 121°C e 1 atm.



53

Os tratamentos consistiram em duas orientacées dos explantes nos
frascos: 90° e 45°. Os explantes foram inoculados sob condicbes assépticas
em mesa de fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por
cinco frascos de vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio
e um explante cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel
aluminio e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20
umol m? s’ e temperatura de 25+2°C, em delineamento inteiramente

casualizado, com cinco repeticdes por tratamento.

As avaliagbes foram realizadas aos 35 e 70 dias de cultivo, sendo

observadas as variaveis numero de folhas, nimero de nds e enraizamento (%).

As variaveis numero de folhas e numero de nés foram transformadas
para raiz quadrada de X + 0,5, e enraizamento para raiz quadrada de X + 0,5,
dividido por 100, sendo X o valor observado. Foram realizadas analises de
variancia, utilizando-se o programa estatistico Statistica (STASOFT, 1998).

5.3 Resultados e discussao

Nao houve diferenca significativa entre as orientacdes dos explantes em
relacdo aos frascos para as variaveis analisadas. Em explantes posicionados a
45° observou-se 2,76 folhas e 2,20 nds; naqueles posicionados a 90°, 1,78
folhas e 1,43 n6s. Ao longo dos 70 dias de cultivo ocorreu um acréscimo no
nimero de folhas e numero de nés (Figura 1). Erig e Schuch (2002) também
verificaram n&o haver influéncia da orientacdo do explante, vertical ou
horizontal, sobre o desenvolvimento de brotacbes, gemas e taxa de
multiplicacdo em porta-enxerto de macieira (Malus domestica).
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Figura 1 — Efeito da orientacdo dos explantes na formagao de folhas e
nés de Luehea divaricata Martius et Zuccarini cultivados in
vitro. Santa Maria, RS, 2007.

Para o enraizamento foi obtida a média de 38,33% com o explante a 459,
aos 70 dias de cultivo e a média de 6,66% com o explante a 909, aos 70 dias,
nao havendo, contudo, diferenca significativa entre os tratamentos. O reduzido
percentual de enraizamento obtido pode ser atribuido a perda da capacidade
rizogénica em explantes de acoita-cavalo apds um subcultivo. Essa diminuicao
na capacidade de formar raizes, ap6s o primeiro subcultivo, também foi
observada em outro experimento com explantes dos tipos segmento nodal e

apice caulinar de agoita-cavalo.

Luis et al. (2006) observaram que a orientacao dos explantes em relacao
ao frasco de cultivo nao influencia na organogénese tanto direta quanto
indireta de epicétilos de Citrus sinensis x Poncirus trifoliata, ratificando os
resultados encontrados neste trabalho.
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5.4 Conclusao

Nao ha influéncia da orientacdo do explante em relacdo meio de cultivo

no desenvolvimento de culturas in vitro de agoita-cavalo.



6 CAPITULO IV - INFLUENCIA DA CITOCININA 6-
BENZILAMINOPURINA (BAP) NA MULTIPLICACAO DE
SEGMENTOS NODAIS DE ACOITA-CAVALO IN VITRO

6.1 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de diferentes
concentragdes da citocinina BAP na multiplicacdo de segmentos nodais de

acoita-cavalo in vitro.

6.2 Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da UFSM, em Santa Maria, RS.

Os explantes testados foram excisados de plantulas oriundas de
sementes germinadas in vitro com 40-50 dias de idade, as sementes foram
coletadas e armazenadas pela Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria —
Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, em 2005.

Foram testados trés concentracbes de 6-benzilaminopurina (BAP),
sendo estas 5, 10 e 15 mg L' e um tratamento testemunha (ausente de
citocinina), associadas ao meio WPM (ANEXO A), sendo estes acrescidos de



57

30 g L' de sacarose, 100 mg L' de mio-inositol, 7 g L™ de agar e pH ajustado
para 5,7. Posteriormente, os meios foram autoclavados por 15 minutos a

temperatura de 121°C e 1 atm.

Os explantes utilizados foram segmentos nodais com aproximadamente
1 cm de comprimento, estes foram inoculados sob condicbes assépticas em
mesa de fluxo laminar e a unidade experimental (UE) foi composta por quatro
frascos de vidro, com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de meio e um
explante cada. Posteriormente, os frascos foram vedados com papel aluminio
e dispostos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 horas de luz, 20 umol m™
s e temperatura de 25 +2°C, em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes por tratamento.

A avaliacdo foi realizada aos 35 dias de cultivo e as variaveis
observadas foram sobrevivéncia, estabelecimento, numero de brotagoes,
namero de nos, numero de folhas, presenca de calo e presenca de raiz. A
sobrevivéncia foi indicada pela coloracdo verde do explante e o
estabelecimento, pela formacgao de novas gemas ou folhas.

As variaveis numero de brotacdes, numero de nés e numero de folhas
foram transformadas para raiz quadrada de X, sobrevivéncia, estabelecimento,
presenca de calo e presenca de raiz foram transformadas para raiz quadrada
de X + 0,5, sendo X o valor observado. Foram realizadas andlises de
variancia e analises de regressao a 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o
programa estatistico ESTAT (1994).

6.3 Resultados e discussao

As diferentes concentracbes de BAP nao influenciaram na
sobrevivéncia, estabelecimento e presenca de calos, estas variaveis ndo foram

significativas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito de diferentes concentracbes de BAP na porcentagem de sobrevivéncia, no
estabelecimento e na presenca de calos em segmentos nodais de agoita-cavalo
(Luehea divaricata Martius et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007.

Concentracoes de BAP Sobrevivéncia Estabelecimento Calos
(mg L™) (%) (%) (%)
0 75a* 75a* 50a*
5 75a 75a 30a
10 85a 85a 60a
15 80a 80a 45a

* Médias nao diferem significativamente entre si pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade
de erro.

Também nao houve efeito das diferentes concentragcdes de BAP sobre o
niumero de folhas e brotacbes, as médias destas variaveis podem ser
observadas na Tabela 2. Na auséncia da citocinina BAP obteve-se a maior
meédia de folhas bem como de brotacdes por explante, sendo estas de 3,65 e
1,25, respectivamente.

Villa et al. (2005) observaram um estimulo na produgdo de folhas de
amoreira-preta (Rubus sp.) cv. Ebano, com o aumento na concentracdo da
citocinina BAP, sendo que a maior média (7,89) foi observada com a dose de 1
mg L. Mantovani et al. (2001), em estudos de micropropagacao in vitro com
Cordia trichotoma (louro-pardo), verificaram que BAP na concentracao de 0,1
mg L™ associado a GAz promoveu uma maior multiplicagdo com 6,85 brotacées
por explante.

Mantovani et al. (1999) verificaram que o aumento da concentragdo de
BAP proporcionou aumento nas respostas de inducdo de brotacdes, até a
concentragdo de 1,0 mg L', onde se obteve a maior taxa, 87,5%, de
segmentos nodais com gemas axilares induzidas, formando brotacdes. Na
concentracdo de 10 mg L' este resultado diminuiu para 52,5%, nessa
concentracao as brotacdes formadas foram atipicas, com entrends curtos e
com folhas curvadas, espessas, quebradicas e de tamanho reduzido. Segundo
Ziv (1991 apud MANTOVANI et al., 1999), estes sintomas sao provocados por

desordens fisiologicas, denominadas de vitrificagcdo, que ocorrem em diversas
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espécies quando cultivadas in vitro e sao atribuidas, principalmente, ao
excesso de citocininas no meio de cultura.

Nao foram verificadas desordens fisiol6gicas no cultivo in vitro de acoita-
cavalo, porém, as concentracées mais elevadas de BAP inibiram a inducédo de
brotacdes e de folhas, provavelmente devido ao excesso desta citocinina
adicionada ao meio de cultura WPM.

BAP na concentragdo de 2,0 mg L resultou em melhor inducdo de
brotacdes originadas de segmentos nodais com média de 59,7%, na
regeneracao in vitro de espinheira-santa (FLORES et al., 1998).

Tabela 2 — Efeito de diferentes concentracoes de BAP no numero de folhas e brotagcoes
desenvolvidas em segmentos nodais de agoita-cavalo (Luehea divaricata Martius
et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007.

Concentracoes de BAP Numero de folhas/ Numero de brotacoes/
(mgL™) Explante Explante
0 3,65a* 1,25a*
5 1,90a 0,80a
10 2,65a 1,20a
15 2,15a 1,00a

* Médias nao diferem significativamente entre si pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade
de erro.

Com o aumento da concentracdo de BAP o numero de nés apresentou
um crescimento que pode ser representado através de uma equacao de

terceiro grau (Figura 1).

O maior niumero de nés foi observado quando o cultivo de amoreira-
preta (Rubus sp.) cv. Ebano foi realizado na auséncia desta citocinina, isso
pode ser atribuido ao fato de o regulador de crescimento BAP estimular a
formacdao de maior numero de brotos, porém, de tamanho reduzido,
apresentando menor numero de segmentos nodais e folhas (VILLA et al.,
2005).

A maximizacdo da proliferacdo de brotacdes pode ser atingida com o

emprego de dois ou mais reguladores de crescimento (SKOOG e MILLER,
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1957 apud SABA et al., 2002) e, provavelmente, a inducdo de brotagdes em
acoita-cavalo necessite da combinagdo de citocininas e auxinas ou de

concentracdes baixas de citocinina.
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Figura 1 — Numero de ndés em segmentos nodais (Luehea divaricata Martius et
Zuccarini), cultivadas in vitro com diferentes concentracbes de BAP.

Santa Maria, RS, 2007.

Concentragdes altas de citocininas promovem um maior crescimento da
parte aérea (TORRES et al., 2001), portanto, as altas concentracbes da
citocinina BAP adicionadas ao meio podem ter inibido o enraizamento, fato que

pode ser verificado na Figura 2.
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Figura 2 — Efeito da concentracdo de BAP no enraizamento de

segmentos nodais de agoita-cavalo (Luehea divaricata Martius
et Zuccarini). Santa Maria, RS, 2007.

Na fase da multiplicacdo o enraizamento nao € desejavel, pois a planta

utiliza suas reservas energéticas para desenvolver raizes ao invés de produzir
novas brotacgées.

6.4 Conclusao

Nas concentracbes testadas, a citocinina BAP inibiu a formacédo de
brotacdes e folhas.



CONCLUSOES GERAIS

A desinfestacdo superficial das sementes n&o foi alcancada com os
tratamentos testados neste trabalho, porém a &agua quente demonstrou
controlar parcialmente os microrganismos associados as sementes, e ainda
auxiliou a germinacao destas.

Para o estabelecimento in vitro os explantes apices caulinares e
segmentos nodais, independente dos meio MS e WPM apresentaram
resultados satisfatérios.

A orientacdo do explante em relagdo ao meio de cultivo ndo influencia o
desenvolvimento in vitro.

A citocinina BAP nas concentracdes testadas demonstrou toxidade,
inibindo o desenvolvimento das plantas.



CONSIDERACOES FINAIS

Acoita-cavalo &€ uma espécie potencial para o cultivo in vitro. Os
trabalhos realizados nesta dissertacdo contribuiram para elucidar algumas

questdes primarias da micropropagacao da espécie.

Apesar de a desinfestacdo das sementes nédo ter sido totalmente
eficiente nos experimentos realizados, plantulas oriundas de sementes se
apresentaram como uma alternativa viavel de fonte de explantes. Apices
caulinares e segmentos nodais apresentaram bom desenvolvimento, e a
orientacdo dos explantes em relagdo ao meio de cultivo ndo demonstrou afetar
o seu desenvolvimento e ainda, as altas concentracbées de BAP inibiram a

formagéo de novas brotacdes e folhas.

Novos estudos devem ser realizados com o intuito de desenvolver um
protocolo eficiente de micropropagacao, visando a clonagem e a conservacgao
de germoplasma in vitro, tendo em vista que a espécie apresenta diversas

qualidades e suas populacdes naturais foram reduzidas na natureza.



ANEXOS

ANEXO A - Tabela dos sais presentes nos meios de cultura Wood Plant
Médium — WPM (Lloyd e McCown,1981) e MS (Murashige e Skoog, 1962).

Concentragao de sais

Nutriente WPM (g L™ MS (gL™)
NH4NO3 40 165
KNOs 0 190
CaCl,. 2H,0 9,6 44
MgSO, . 7H,0 37 37
KH2PO, 17 17
MnSO, . 4H,0 1,69 1,69
HsBO3 0,62 0,62
ZnS0,. 7H:0 0,86 0,86
Kl 0,083 0,083
NaMoO, . 2H,0 0,025 0,025
CuSQy. 5H,0 0,0025 0,0025
CoCly . 6H,0 0,0025 0,0025
Naz. EDTA . 2H,0 3,73 3,73
FeSO,. 7H,0O 2,78 2,78
Tiamina . HCI 0,02 0,02
Acido Nicotinico 0,1 0,1
Piridoxina 0,1 0,1
Ca(NOs) . 4H,0 55,6




APENDICES

APENDICE A — Teste de germinacdo de sementes de agoita-cavalo.

O teste foi realizado no Laboratério de Sementes, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria.

Para a realizacdo do teste de germinacdo a metodologia utilizada foi a
do “blotter test’. Foram utilizadas quatro repeticdbes de 50 sementes cada,
totalizando 200 sementes. As sementes foram acondicionadas em caixas tipo
gerbox, contendo duas folhas de papel filtro, umedecidas com agua destilada
autoclavada. Apos, foram submetidas a condi¢cbes controladas em camara com
fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura de 25°C+2, por um periodo de 28
dias. A primeira avaliacdo ocorreu aos sete dias e a segunda avaliacédo, aos 28
dias. As variaveis analisadas foram sementes germinadas e sementes podres
para os dois lotes de sementes intitulados 2004 e 2005. Os dados de
contagem foram transformados para porcentagem.

O lote de 2004 apresentou 26,5% de germinacado e o lote de 2005
apresentou uma taxa de 27% de germinacao. Quanto as sementes podres, no
lote de 2004 observaram-se 45,5% e no de 2005, 16%.



APENDICE B — Teste de sanidade em sementes de acoita-cavalo.

O teste foi realizado no Laboratério de Fitopatologia, pertencente ao
Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa
Maria.

Para verificacdo da sanidade das sementes foram utilizadas 200
sementes, subdivididas em quatro repeticbes de 50 sementes cada. As
sementes foram colocadas em caixas tipo gerbox contendo duas folhas de
papel filtro umedecidas com agua destilada autoclavada e apés,
acondicionadas em camara com fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura
de 25°C+2, por um periodo de sete dias. A andlise da sanidade foi realizada
com o auxilio de microscopico estereoscopico, sendo que, quando necessario,
foram feitas laminas as quais eram observadas no microscoépio 6ptico, para a
identificacdo do género fungico e, na sequéncia, determinacdo da
porcentagem de incidéncia de cada um. As bactérias foram observadas
visualmente e apenas contadas, nao sendo identificadas em nivel de género.

Para o lote de 2004, os géneros de fungos identificados foram Curvularia
sp. (5%), Rhyzopus sp. (11%), Fusarium sp. (24,5%), Penicillium sp. (7,5%) e
Aspergillus sp. (6,5%). As bactérias apareceram em 25% das sementes.

Para o lote de 2005, os géneros de fungos identificados foram Fusarium
sp. (41%), Alternaria sp. (27,5%) e Aspergillus sp. (1%). As bactérias

apareceram em 7,5% das sementes.
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