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RESUMO

MOURA, L. C. Micropropagacao de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides Kunth.) 2012.
51p. (Dissertacdo - Mestrado em Ciéncia Florestal). Universidade Federal dos Vales do

Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2012.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a germinacdo in vitro de sucupira-preta (Bowdichia
virgilioides) e adaptar um procedimento basico de micropropagagédo para essa mesma especie.
Para a germinacdo in vitro, sementes escarificadas e ndo escarificadas foram inoculadas em
diferentes concentragdes e formulag6es de meios de cultura suplementados com aditivos (PVP
e carvao ativado). Posteriormente, as plantas foram transferidas para tubetes e aclimatadas em
casa de vegetacdo. Para a micropropagacéo, explantes foram inoculados em meio de cultura
WPM, suplementado com concentracfes de BAP, constituindo a fase de multiplicagdo. No
alongamento, os tratamentos foram constituidos de combinacdes de ANA e BAP adicionadas
ao meio de cultura. Para a fase o enraizamento, brotagdes foram inoculadas em meio contendo
concentracfes de AIB ou combinacbes dos aditivos (PVP e carvao ativado) com
concentracfes de ANA. Na aclimatacdo, as plantas foram transplantadas para substrato e
cobertas com saco de polietileno que foram, posteriormente, retirados, perfurados ou nao-
retirados, e mantidas em ambiente de laboratorio, constituindo os tratamentos da pré-
aclimatacdo. A aclimatacdo em casa de vegetacdo foi realizada apds o periodo de pré-
aclimatacdo. A germinacao in vitro de sementes escarificadas de sucupira-preta foi alcancada
utilizando-se os meios de cultura MS e WPM a 50% e ocorreu independentemente do tipo de
aditivo utilizado. A aclimatacdo de plantas germinadas in vitro ocorreu independentemente do
histérico de aditivos ou meios de cultura utilizados. Durante a micropropagacdo da espécie, a
multiplicacdo foi alcancada utilizando-se segmentos cotiledonares e a concentracdo de 0,3
mg.L™ de BAP adicionada ao meio. A combinacéo de 0,3 mg.L™ de ANA com 0,03 mg.L™ de
BAP promoveu o alongamento. A inducdo de raizes ocorre na auséncia de AIB ou em
resposta as concentracdes de 0,5 e 2,5 mg.L™. O carvio ativado adicionado ao meio de cultura
de enraizamento melhorou a qualidade das brotacdes. A aclimatacao foi alcancada utilizando-
se uma cobertura plastica entorno da planta.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, propagacao de plantas, espécie nativa.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the in vitro germination of sucupira-preta (Bowdichia
virgilioides) and develop a basic micropropagation procedure for that species. For in vitro
germination seeds scarified or not scarified were inoculated at different concentrations and
types of culture medium supplemented with two types of additives (PVP or activated
charcoal). Subsequently, plants were transferred to tubes and acclimatized in the
greenhouse. For micropropagation, explants were inoculated in culture medium WPM
supplemented with BAP being the multiplication phase. For elongation, the treatments were
combinations of BAP with ANA that were added to the medium of culture. For rooting,
shoots were inoculated in culture medium containing concentrations of AIB or combinations
of additives (PVP or activated charcoal) with concentrations ANA. For the period of
acclimatization, the plants were transplanted and covered with polythene bags which were
subsequently removed or not, and kept in closed environment, providing treatments for pre-
acclimatization, and later, in a greenhouse constituting acclimatization. The culture media MS
and WPM 50% promoted in vitro germination of scarified seeds. The germination of the
species occurred regardless of the type of additive used. The acclimatization of plants
germinated in vitro occurred regardless of history or culture media additives used. During the
micropropagation, explants obtained from cotyledon segments and the concentration of 0,3
mg L™ BAP added to culture medium promoted multiplication. The combination of 0,3 mg.L"
! ANA with 0,03 mg.L™! BAP promoted elongation. The induction of roots occurred in
absence of AIB or in response to concentrations of 0,5 and 2,5 mg L. Charcoal activated
added to the culture medium increased rooting quality of the shoots. The plastic cover around
the plant promoted acclimatization.

Keywords: Tissue culture, plant propagation, native species.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é considerado um recurso natural renovavel que, se for manejado
adequadamente, pode gerar ocupacdo permanente para um grande numero de pessoas,
fornecer matéria-prima para a industria, além de conservar a biodiversidade, garantindo a
conservacao da fauna e flora nativas, bem como a manutencdo da qualidade da &gua (Santos
et al., 2005).

No Brasil, muitos sdo os produtos explorados de forma extrativista como resinas,
ceras, fibras, 6leos, corantes, frutos, flores e outros materiais artesanais, madeira, caga, pesca,
plantas medicinais, entre outros. Para alguns destes produtos, evidencia-se o esgotamento das
reservas existentes.

Entre as espécies florestais bastante conhecidas e exploradas do cerrado brasileiro, esta
a sucupira- preta. Bowdichia virgilioides é uma espécie arbOrea considerada pioneira a
secundaria tardia, apresenta tolerancia a solos secos, de fertilidade baixa e com textura
arenosa, além de germinar mesmo sob condic¢des de pouca disponibilidade de agua (Carvalho,
2002), e por isso, indicada para programas de reflorestamento e na recuperacdo de areas
degradadas de preservacdo permanente. Sua madeira, por ser de alta densidade e longa
durabilidade natural, € empregada na construcao civil e na fabricacdo de mdveis (Lorenzi,
2002).

A propagacdo de espécies nativas é realizada, na maioria das vezes, a partir de
sementes, e pouco se sabe sobre a propagagdo vegetativa dessas espécies. A produgdo de
mudas via seminal pode ser limitada devido a ocorréncia de dorméncia tegumentar, como € o
caso da sucupira-preta, dificultando a germinacdo das sementes, que ocorre de forma lenta e
em baixa porcentagem. A micropropagacao representa uma alternativa para producdo de
mudas de espécies florestais, sendo bastante difundida para diversas espécies.

A micropropagacdo pode ser enquadrada como uma técnica de propagacdo vegetativa
in vitro. Na area florestal, ela se encontra embutida nos programas de pesquisa, onde tem sido
utilizada na preservacdo de germoplasma, producdo de plantas livres de doencas,
multiplicacdo rapida de plantas em periodos de tempo e espaco fisico reduzidos,
rejuvenescimento clonal e producéo de mudas de clones selecionados (Xavier et all, 2009).

Comparada com outras técnicas, tem sido considerada aquela que mais se difundiu nos

ultimos anos, com aplicacbes comprovadas em diversas espécies de plantas, como a
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Aspidosperma polyneuron (Ribas et al., 2005), Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke
(Cordeiro et al., 2004), Myracrodruon urundeuva Fr. All (Andrade et al., 2000), Cordia
trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Steudel (Mantovani et al., 2001). No entanto, informacdes
sobre a micropropagacdo de sucupira-preta sdo escassas na literatura. Nesse sentido, é
importante o0 desenvolvimento de procedimentos béasicos que permitam o melhor
aproveitamento do material genético dessa espécie.

Os objetivos desse trabalho foram verificar e avaliar os efeitos dos meios de cultura
MS e WPM, combinados com dois aditivos, PVP e carvéo ativado, na germinacao in vitro de
sementes escarificadas e ndo escarificadas de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides), bem
como a aclimatacdo das plantas germinadas; e adaptar um procedimento bésico de

micropropagacao via gemas axilares para essa mesma espécie.
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CAPITULO 1

GERMINACAO IN VITRO E ACLIMATACAO DE SUCUPIRA-PRETA (Bowdichia
virgilioides Kunth.)

Resumo - Este trabalho teve como objetivos avaliar a germinagéo in vitro e a aclimatacao de
plantas de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides). Sementes escarificadas e ndo escarificadas
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS ou WPM, com 100 ou
50% dos sais e vitaminas; suplementados com dois tipos de aditivos, carvéo ativado e PVP, e
mantidas em sala de cultura. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualisado em
esquema fatorial 2x4 (2 aditivos e 4 formulacGes de meio de cultura) com 4 repeticdes e 6
sementes por repeticdo. Aos 30 dias obteve-se o percentual de germinacdo e o indice de
velocidade de germinacdo (IVG). As plantas foram transferidas para tubetes, contendo
substrato e aclimatadas em casa de vegetacdo, onde permaneceram durante 60 dias, sendo
transferidas para casa de sombra, onde permaneceram por outros 60 dias. Aos 30, 60, 90 e
120 dias, avaliou-se o percentual de sobrevivéncia e a altura das mudas aclimatadas. A
germinacdo in vitro de sementes escarificadas apresentou os maiores percentuais utilizando-se
0s meios de cultura MS e WPM reduzidos a metade da concentracdo dos sais e vitaminas. A
germinacdo ocorreu independentemente do aditivo utilizado tanto para sementes escarificadas
como para as ndo escarficadas. A aclimatacdo das plantas germinadas in vitro ocorreu

independentemente do historico de aditivos ou meios de cultura utilizados.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, meio de cultura, propagacéo de plantas.

1. Introdugéo

Bowdichia virgilioides, conhecida vulgarmente como sucupira-preta, € uma espécie
arborea pertencente a familia Fabaceae com ampla dispersdo pelo Brasil. Pode ser utilizada
em programas de recuperacdo de areas degradadas de preservacdo permanente, e, sua
madeira, por ser de alta densidade e longa durabilidade natural, € empregada na construcao
civil e na fabricacdo de mdveis (Lorenzi, 2002).

A producdo de mudas de sucupira-preta é realizada geralmente via seminal e a
germinagdo sO ocorre em sementes viaveis, ndo dormentes e sob condi¢cbes ambientais

favoraveis. Suas sementes possuem impermeabilidade tegumentar a agua (Sampaio et al.,
16



2001) e a escarificacdo quimica com H,SO4 por 5 minutos é indicada para a superacdo da
dorméncia (Smirdele; Souza, 2003).

A micropropagacdo € uma técnica de propagacdo vegetativa que pode ser utilizada
para certas espécies que tem a semente como insumo limitante, com dificuldade de
germinagdo e armazenamento, permitindo também a maximizacdo da qualidade e
uniformidade dos plantios quando utilizados gendtipos selecionados, além da propagacgéo de
especies de interesse econdmico de maneira a preservar as florestas naturais (Xavier et al.,
2003).

A micropropagcdo é dividida em cinco etapas, sendo: 0) preparo de plantas matrizes; 1)
estabelecimento de culturas assépticas; 2) multiplicacdo; 3) indugdo, alongamento e
enraizamento e 4) aclimatacdo em condicdes de casa de vegetacdo (Debergh; Maene, 1981).
Umas das formas de estabelecimento de cultura assépticas é a germinacéo in vitro.

As atividades de cultivo in vitro sdo realizadas em ambiente asséptico e com
temperatura e iluminagéo controladas, visando a otimizacdo das respostas aos estimulos termo
e fotoperiodico, aplicados ao material in vitro, entre outros fatores (Teixeira; Torres, 1999).
As solugbes de sais e acucares que compdem o meio de cultura possuem como principal
funcdo fornecer substéncias essenciais para o crescimento e controlar, em grande parte, o
padrdo de desenvolvimento in vitro (Xavier et al., 2009).

Diversas formulacbes de meios de cultura tém sido utilizadas no cultivo in vitro. Nao
hd uma formulacdo-padrdo, mas o meio MS (Murashige; Skoog, 1962), com suas
modificaces e dilui¢bes, tem sido utilizado com sucesso para diversas espécies. Para espécies
lenhosas, entretanto, 0 meio MS ndo se mostra satisfatorio em algumas situacdes e
composicdes mais diluidas em macronutrientes, podem proporcionar melhor desempenho
(Nogueira et al.,, 2004). O meio nutritivo WPM (Lloyd; McCown, 1981), por exemplo,
apresenta 25% das concentragdes de ions nitrato e aménia do meio MS, além de maior
quantidade de potassio e um alto nivel de ions sulfato, tendo sido amplamente utilizado para a
micropropagacao de espécies lenhosas (Pasqual, 2001).

Aditivos podem ser adicionados ao meio de cultura para diminuir a intoxicacdo de
culturas pelos fendis oxidados produzidos pelos préprios tecidos vegetais, como é o caso do
PVP (polivinilpirrolidona) e do carvdo ativado, que além de funcdo antioxidante, pode
estimular o enraizamento, restaurar a capacidade embriogénica em culturas (Caldas et al.,

1999) e, em algumas condigdes, regular o crescimento da planta in vitro (Xavier et al., 2009).

17



A aclimatacdo é o processo que envolve o transplantio da planta cultivada in vitro para
a casa de vegetacao (Grattapaglia; Machado, 1999). Esta fase € de grande importancia, sendo
considerada um dos maiores obstaculos a aplicacdo pratica da cultura de tecidos, por afetar
diretamente a sobrevivéncia e a qualidade final das mudas produzidas (Niciolli, 2006).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos meios de cultura MS e WPM,
combinados com dois aditivos, PVP e carvdo ativado, na germinacdo in vitro de sementes
escarificadas e ndo escarificadas de sucupira-preta (Bowdichia virgilioides), bem como a

aclimatacdo das plantas germinadas.

2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal

Frutos de sucupira-preta foram coletados em seis matrizes procedentes do Parque
Estadual do Rio Preto, localizado no municipio de Sdo Gongalo do Rio Preto/MG. Apos
beneficiadas, as sementes foram armazenadas em sacos de polietileno e colocadas em camara
fria com temperatura média de 7°C, e umidade relativa média de 30%. Para realizacdo dos
experimentos 1 e 2, foram utilizadas sementes 10 e com 12 meses de armazenamento.

Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de Melhoramento Florestal e
no viveiro de mudas do Centro Integrado de Propagacdo de Espécies Florestais - CIPEF da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, localizada em

Diamantina — MG, durante o periodo de outubro de 2010, a junho de 2011.

2.2. Experimento 1 (sementes ndo escarificadas)

Sementes de sucupira-preta, armazenadas durante 10 meses, foram lavadas
previamente com agua destilada e, em cdmera de fluxo laminar, enxaguadas com agua
deionizada e autoclavada, imersas em alcool 70% por 1 minuto e, em seguida, em solucdo de
hipoclorito de s6dio 5% por 5 minutos, sendo adicionado 4 a 5 gotas de Tween 20, para cada
100 mL de solucdo. As sementes foram novamente enxaguadas com &gua deionizada e
autoclavada e inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura previamente
preparado.

Os tratamentos foram o resultado da combinacdo dos aditivos CA (carvéo ativado —

800 mg.L™") e PVP (polivinilpirrolidona — 1000 mg.L™) com os meios de cultura MS
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(Murashige e Skoog, 1962) e WPM (Lloyd e McCown, 1981) (Tabela 1), contendo 100% ou
50% dos sais e vitminas, com as seguintes denominagfes: T1 (CAMS); T2 (CAMS/2); T3
(CAWPM); T4 (CAWPM/2); T5 (PVPMS); T6 (PVPMS/2); T7 (PVPWPM); e T8
(PVPWPM/2). Nos tratamentos T1, T3, T5 e T7 os meios MS e WPM continham 100% dos
sais e vitaminas e nos demais tratamentos 50% (MS/2 e WPM/2). Adotou-se um
delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4 (2 tipos de aditivos e 4

formulacBes de meios de cultura) com 4 repeticdes e 6 sementes por repeticao.

Tabela 1: Composicdo dos meios de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) e WPM (Lloyd; McCown, 1981)
usados na germinacdo in vitro de sucupira-preta

Composto FérmulaQuimica Concentragdo (mg L™
MS WPM

Macronutrientes
Nitrato de Amonio NH;NO3 1.650,0 400,0
Nitrato de Potassio KNO; 1.900,0 -
Cloreto de Calcio CaCl,.2H,0 440,0 96,0
Sulfato de Potassio K,SO4 - 990,0
Nitrato de Célcio Ca(NO3),.4H,0 - 556,0
Fosfato de Potassio KH,PO, 170,0 170,0
Sulfato de Magnésio MgS0,.7H,0 370,0 370,0
Micronutrientes
AcidoBérico H,BO; 6,2 6,2
Molibidato de Sodio NaMoO,2H,0 0,25 0,25
Cloreto de Cobalto CoCl,.6H,0 0,025 -
Sulfato de Manganés MnSO,.H,0 16,9 22,3
Sulfato de Zinco ZnS0,.7H,0 8,6 8,6
Sulfato de Cobre CuS0,.5H,0 0,025 0,25
lodeto de Potéssio Kl 0,83 -
FeEDTA
Sodio EDTA Na,E.D.T.A. 37,2 37,2
Sulfato de Ferro Fex(SO4)3 27,8 27,8
Vitaminas
AcidoNicotinico - 0,5 0,5
Piridoxina.HCL - 0,1 0,5
Tiamina.HCL - 0,1 1,0
Glicina - 2,0 2,0

Todos os tratamentos receberam 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose e 7g
L de 4gar MERCK®, tiveram pH ajustado para 5,7 + 0,1 e foram autoclavados por 15

minutos a temperatura de 121°C e pressdo de latm. Apo6s a inoculagédo, as sementes foram
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colocadas em sala de Cultura sob fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro e intensidade
luminosa de aproximadamente 2000 lux e temperatura de 25 + 2°C.

As avaliacdes foram realizadas diariamente, por 30 dias, registrando-se 0 nimero de
sementes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas (plantas) as que
apresentavam comprimento radicular maior do que 2 mm. Aos 30 dias obteve-se o percentual
de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo (IVG), calculado de acordo com
Maguirre (1962).

Ny N; Nn
IVG=—+—"=+ -+ —
D, * D, et D,

Onde:
N1 = n° de sementes germinadas na 1° contagem
D1 = n° de dias para a 1° contagem
Nn = n° de sementes germinadas na Ultima contagem
Dn = n° de dias para a ultima contagem
Os dados foram analisados por meio de analise de variancia e pela andlise estatistica

descritiva utilizando o software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

2.3.  Experimento 2 (sementes escarificadas)

Sementes de sucupira-preta armazenadas durante 12 meses foram desinfestadas,
escarificadas e colocadas para germinar in vitro. Todos os procedimentos do item 2.2. foram
sequidos, porém, apos a desinfestacdo (descrita no item 2.2.), as sementes foram submetidas
ao tratamento de escarificacdo quimica com &cido sulfurico concentrado por 5 minutos, antes
de serem inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura. Os tratamentos (tipos de
aditivos x formulacgdes de meio de cultura) foram semelhantes aos descritos no item 2.2.

A avaliacdo foi realizada diariamente, como descrito no item 2.2., e os dados foram
analisados por meio de andlise de variancia, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade e pela

andlise descritiva utilizando o software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

2.4.  Transplantio e Aclimatacéo

Plantas dos experimentos descritos nos itens 2.1. e 2.2. foram transplantadas para

tubetes de 55 cm?®, contendo substrato composto por 60% de vermiculita e 40% de casca de
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arroz carbonizada, adicionado de 7 g L™ de formulado de liberagdo controlada (3 a 4 meses)
Osmocote® (19-6-10). As plantas foram mantidas por 60 dias em casa de vegetacdo coberta
com filme plastico (150 microns de espessura) e com tela de sombreamento de 50% e com
irrigacOes diarias de 30 segundos a cada 30 minutos por nebuliza¢do (nebulizador FOGGER
com vazdo de 7 L h™). Apés esse periodo, as mudas foram transferidas para casa de sombra
coberta com tela de sombreamento de 50% e com 5 irrigacbes diarias de 5 minutos
(microaspersor bailarina com vazdo de 85 L h™), por outros 60 dias. Os valores de
temperatura e umidade relativa foram computados diariamente nos dois ambientes.

Aos 30, 60, 90 e 120 dias, avaliou-se o percentual de sobrevivéncia e a altura das
mudas aclimatadas, que foram analisados por meio de analise de variancia e andlise
descritiva.

As plantas provenientes de sementes que ndo foram escarificadas (experimento 1),
foram aclimatadas respeitando-se o histérico dos tratamentos da germinagdo in vitro,
mantendo-se de 1 a 6 plantas por tratamento.

As plantas provenientes de sementes que receberam tratamento de escarificacdo
(experimento 2) foram aclimatadas respeitando-se o historico dos tratamentos da germinagéo
in vitro em delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial (2x4) com 3

repeticOes e 1 a 6 plantas por repeticéo.

3. Resultados

3.1.  Experimento 1 (sementes ndo escarificadas)

A germinacdo iniciou 10 dias apds a inoculacdo para T1 (CAMS), T2 (CAMS/2), T4
(CAWPM/2) e T7 (PVPWPM); 11 dias para T6 (PVPMS/2); 12 dias para T3 (CAWPM) e T5
(PVPMS); e 17 dias para T8 (PVPWPM/2) (Figura 1). Observou-se, pela ANOVA, que nao
houve efeito significativo (p > 0,05) da interacdo entre os aditivos e meios de cultura e de
cada fator isoladamente sobre o percentual de germinacdo e o indice de velocidade de
germinacao (IVG).

No geral, o percentual de germinacdo e o IVG foram baixos, ndo ultrapassando 25% e
1,12 respectivamente (Figuras 2A e 2B). Os maiores percentuais de germinacdo ocorreram
com o uso do carvdo ativado combinados com o meio MS 100% (T1) ou 50% (T2) da

concentracdo de sais e vitaminas. Para o IVG, os maiores resultados foram obtidos com o uso
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do carvéo ativado combinado com o meio MS/2, com valor de 1,12 (T2) e com 0 meio MS,
com valor de 0,89 (T1), e ainda com o uso do PVP combinado com 0 meio WPM, com valor
de 0,88 (T7).

30 -
25 A
< ——T1 (CAMS)
< 20 4 —8—T2 (CAMS/2)
u(T
g 15 - ’ —4—T3 (CAWPM)
£ —<—=T4 (CAWPM/2)
& —%—T5 (PVPMS)
—o—T6 (PVPMS/2)
T7 (PVPWPM)
T8 (PVPWPM/2)

10 11 12 13 14 15 17 18 19 20 21 22 24 25 26 27 28 29 30

Dias apds a inoculacao

Figura 1: Curva do percentual de germinagdo de sementes ndo escarificadas de sucupira-preta em funcéo dos
tratamentos durante 30 dias.
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Figura 2: Percentual de germinagdo (A) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) (B) de sementes ndo
escarificadas de sucupira-preta em funcéo dos tratamentos. As barras indicam o desvio padréo.

Durante a permanéncia das plantas na casa de vegetacdo, a temperatura média foi de
23,3°C e a umidade relativa média de 70%, e na casa de sombra, a temperatura média foi de
19,7°C e a umidade relativa média de 86,6%. Os tratamentos com maior percentual de
sobrevivéncia, aos 30, 60 e 90 dias, foram T4 (carvao ativado + meio WPM/2), T5 (PVP +
meio MS) e T6 (PVP + meio MS/2) todos com 100% de sobrevivéncia (Figura 3A). Aos 120
dias, os tratamentos T5 e T6 foram também os que obtiveram maiores percentuais de
sobrevivéncia, ambos com 75%, e o tratamento T3 e T4 tiveram percentual de sobrevivéncia

de 66,7% (Figura 3A). Em relagdo a altura das mudas aos 120 dias, 0os melhores tratamentos
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foram T3 (carvéo ativado + meio WPM) com altura de 13,5 cm, T4 (carvéo ativado + meio
WPM/2) com altura de 11,6 cm e T6 (PVP + meio MS) com altura de 10,3 cm (Figura 3B).
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«@ .— ©
> S 6 —%—T5 (PVPMS)
g 40 2
5 > < 4 - T6 (PVPMS/2)
A 20 - 2 T7 (PVPWPM)
T8 (PVPWPM/2)
0 : : : S 0 T T T —
30 60 90 120 30 60 90 120
Dias de aclimatagéo Dias de aclimatagéo

Figura 3: Percentual de sobrevivéncia (A) e crescimento em altura (B) de plantas de sucupira-preta, germinadas
in vitro a partir de sementes ndo escarificadas, em funcdo dos tratamentos, aos 30, 60, 90 e 120 dias de
aclimatagéo.

3.2.  Experimento 2 (sementes escarificadas)

A germinacao iniciou apés 5 dias da inoculacdo para T1 (CAMS), T2 (CAMS/2) e T6
(PVPMS/2); 7 dias para T7 (PVPWPM); 8 dias para T4 (CAWPM/2), T5 (PVPMS) e T8
(PVPWPM/2); e 26 dias para T3 (CAWPM) (Figura 4). Observou-se, pela ANOVA, que nédo
houve efeito significativo (p > 0,05) da interag&o entre os aditivos e meios de cultura e do
aditivo sobre o percentual de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo (IVG)
(Tabela 2A). Observou-se diferenca significativa (p < 0,05) entre os diferentes meios de
cultura tanto para o percentual de germinagdo como para o IVG (Tabela 2A). Observou-se
superioridade no percentual de germinacdo dos meios MS/2 e WPM/2 em relagdo ao WPM
(Tabela 2B). Para o IVG o meio MS/2 foi estatisticamente superior ao WPM (Tabela 2B).
Numericamente, o tratamento T6 (PVP + meio MS) foi o que apresentou maiores médias no

percentual de germinacéo e no IVG (Figura 5A e 5B).
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Figura 4: Curva do percentual de germinagcdo de sementes escarificadas de sucupira-preta em funcdo dos

tratamentos durante 30 dias.
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Figura 5: Percentual de germinagdo (A) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) (B) de sementes
escarificadas de sucupira-preta em funcéo dos tratamentos. As barras indicam o desvio-padrao.

Tabela 2: Resumo da andlise de varidncia para os dados de percentual de germinacdo (G%) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (A); percentual de germinacdo (G%) e indice de velocidade de germinagéo
(IVG) de sementes escarificadas de sucupira-preta em fungéo dos diferentes meios de cultura (B)

B

Meio de Cultura G (%) IVG

MS 43,75 ab 1,48 ab
MS/2 52,08 a 2,73 a
WPM 18,75 b 051 b
WPM/2 4792 a 2,09 ab

A
FV GL Quadrados Médios
G(%) IVG
Aditivo 1 703,12™ 3,72™
Meio 3 2045,72** 7,11*
Aditivo x Meio 3 587,38™ 0,27™
Residuo 24 379,05 1,55
Média Geral 40,10 1,70
CVexp. (%) 48,55 73,24

“ng”

valor néo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; “*” e
“**” yalores significativos pelo teste F a 5% e a 1% de
probabilidade respectivamente; FV = fonte de variacdo; GL = graus
de liberdade; CV.y, = coeficiente de variagéo experimental.

Valores em uma mesma coluna, seguidos por uma mesma letra,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Durante a permanéncia das plantas na casa de vegetacdo, a temperatura média foi de
21,1°C e a umidade média de 81,6%, e na casa de sombra, a temperatura média foi de 17,0°C
e a umidade média de 82,2%. Na fase de aclimatacéo, por volta dos 60 dias, 0 experimento foi
atacado por insetos, comprometendo o crescimento e sobrevivéncia das mudas. Entretanto, até
os 60 dias, os tratamentos que se destacaram em relacdo a sobrevivéncia foram T1 (carvao
ativado + meio MS) e T3 (PVP + meio WPM) e com 100% de sobrevivéncia aos 30 e 60 dias
(Figura 6A). No geral, as mudas ndo ultrapassaram 4,46 cm de altura aos 60 dias, valor
inferior ao encontrado no experimento de germinagéo da sucupira-preta ndo escarificada (ltem
3.1.). Os melhores tratamentos foram T3 (carvdo ativado + meio WPM) com altura de 4,46

cm e T2 (carvdo ativado + meio MS/2) com altura de 3,95 cm aos 60 dias (Figura 6B).
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Figura 6: Percentual de sobrevivéncia (A) e crescimento em altura (B) de plantas de sucupira-preta, germinadas
in vitro a partir de sementes escarificadas, em fun¢do dos tratamentos, aos 30, 60, 90 e 120 dias de aclimatacéo.

4. Discussao

O baixo percentual de germinacdo para as sementes ndo escarificadas obtidos neste
trabalho (méximo de 25%) pode ser explicada pela dorméncia tegumentar existente na
sucupira-preta. A impermeabilidade do tegumento restringiu a entrada de &gua e oxigénio,
retardando o processo de emergéncia em sementes de chicha (Stercullia foetida L.) (Santos et
al., 2004). Em sucupira-preta, Albuquerque et al. (2007) e Gongalves et al. (2008) observaram
11% e 20% de sementes germinadas, respectivamente, em condi¢do de BOD, para sementes

gue ndo receberam nenhum tratamento.
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Efeitos significativos dos meios de cultura sobre a germinacéo in vitro de sementes
também foram observados por Nogueira et al. (2004) estudando as concentracGes de 50 e
100% dos meios MS e WPM em sementes de murici-pequeno (Byrsonima intermedia), onde
0 meio MS 50% foi 0 que proporcionou maior germinagao dessas sementes.

Estudando os efeitos dos aditivos PVP e carvdo ativado, Melo et al. (2001) também
encontraram resultados ndo-significativos na germinacéo in vitro de embrides de guarirobeira
(Syagrus oleracea). Resultados diferentes foram encontrados por Disarz; Corder (2009),
trabalhando com a micropropagacdo de acécia (Acacia mearnsii), que observaram menor
formacdo de calos, maior formacdo de raizes e auséncia de clorose em explantes
subcultivados em meio MS com a adi¢éo de carvao ativado.

Neste trabalho, a reducdo dos sais e vitaminas a 50% dos meios de cultura MS e WPM
proporcionou um aumento no processo de germinacgédo das sementes escarificadas e pode estar
relacionado ao balango osmético, onde o meio nutritivo muito concentrado pode prejudicar o
processo germinativo. Resultados semelhantes foram encontrados por Nogueira et al. (2004),
trabalhando com murici-pequeno (Byrsonima intermedia).No presente trabalho, o meio de
cultura MS com 100% dos sais e vitaminas também proporcionou um alto percentual de
germinagdo e IVG. O meio de cultura MS 100% foi também satisfatorio na multiplicacdo de
gemas axilares de acécia (Acacia mearnsii) (Disarz ; Corder, 2009). No entanto, devido a
semelhanca dos resultados obtidos em relacdo a reducdo de 50% dos sais e vitaminas,
recomenda-se 0 uso dessa concentracdo do meio de cultura para reducdo dos custos.

A fase de transferéncia das plantas estabelecidas in vitro, visando a aclimatacdo e
rustificacdo em condicbes ex vitro, constitui importante etapa na formacdo de mudas de
qualidade, uma vez que, esse material passa de uma condicdo heterotréfica para a autotréfica,
sofrendo estresses fisiologicos (Bandeira et al., 2007). No presente caso, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para o percentual de sobrevivéncia
e para a altura das mudas aclimatadas de sucupira-preta. Isso pode estar relacionado ao fato de
as plantas ja estarem enraizadas no momento em que foram repicadas do tubo de ensaio para
0 tubete, o que facilitou sua adaptagdo ao novo ambiente, independentemente do histdrico de
aditivo ou meio de cultura em que foi germinada. Resultados diferentes foram encontrados
por Santos et al. (2006), trabalhando com micropropagacéo de pequi, que observaram que as
plantas provenientes do cultivo in vitro em meio WPM, acrescido com 4g L™ de carvdo
ativado apresentaram, no final da aclimatagcdo, maiores proporcGes de plantas vivas em

relagdo as plantas provenientes do meio de cultivo com auséncia de carvéo ativado, embora o
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aspecto das plantas sobreviventes, provenientes dos dois tratamentos, tenham sido
semelhantes.

No geral, a altura das mudas de sucupira-preta obtidas neste trabalho, provenientes de
sementes escarificadas, foi menor do que a altura média das mudas provenientes de sementes
ndo escarificadas e, ambas foram inferiores ao padrdo de altura desejavel de uma muda pronta
para expedicdo. Aos 120 dias, as mudas provenientes de sementes ndo escarificadas tinham
uma altura média de 7,5cm, engquanto que as mudas provenientes de sementes escarificadas,
de 4,0cm. Tanto as mudas provenientes de sementes ndo escarificadas, como as de sementes
escarificadas, devem permanecer em rustificacdo por um periodo maior do que 120 dias, até

atingirem um padrdo para o plantio em campo.

5. Conclusodes

e A escarificacdo de sementes e a utilizacdo dos meios de cultura MS com 50 e a 100%
e WPM com 50% dos sais e vitaminas proporcionaram 0s maiores percentuais de
germinacao in vitro de sucupira-preta.

e A germinacdo da sucupira-preta ocorreu, independentemente, do tipo de aditivo
utilizado, carvéo ativado ou PVP;

e A aclimatacdo de plantas de sucupira-preta germinadas in vitro ocorreu,
independentemente, do historico de aditivos ou meios de cultura utilizados;

e A germinacdo in vitro de sucupira-preta € um método vidvel para propagacdo da
espécie e pode ser utilizada para introdugdo de material vegetal in vitro de forma
asséptica;

e A germinacdo in vitro de sucupira-preta € um processo importante para a
micropropagacao por meio da proliferacdo de gemas axilares visando a propagacao e a

conservacao genética da espécie.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGAGCAO DE SUCUPIRA-PRETA (Bowdichia virgilioides Kunth.)

Resumo - O objetivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento basico de
micropropagacgao via gemas axilares para sucupira-preta (Bowdichia virgilioides). Explantes
retirados de plantas germinadas in vitro isentas de contaminagdo foram inoculados em meio
de cultura WPM, suplementado com concentracbes de BAP, constituindo a fase de
multiplicacdo, formada pelo cultivo inicial e trés subcultivos subseqlentes. Para a fase de
alongamento, os tratamentos foram combinacbes de concentracfes de ANA com BAP que
foram adicionadas ao meio de cultura. Para a fase de enraizamento, foram realizados 3
experimentos, sendo o0 primeiro constituido por tratamentos com concentracdes de AIB, o
segundo pela repicagem dos experimento anterior e mantendo-se 0s tratamentos com
concentracOes de AIB, e o terceiro por tratamentos com combinagdes de aditivos (carvéo
ativado e PVP) com concentragdes de ANA. Para a fase de aclimatagcdo plantas foram
transplantadas para substrato e cobertas com saco de polietileno que foram, posteriormente,
perfurados, retirados ou ndo-retirados, e mantidas em ambiente fechado, constituindo os
tratamentos da pré-aclimatacdo. As plantas foram entdo transplantadas para tubetes contendo
substrato em casa de vegetacdo, sendo mantido o histérico dos tratamentos da pré-
aclimatacdo, constituindo a aclimatacdo propriamente dita. As maiores taxas de multiplicacdo
da sucupira-preta foram alcancadas utilizando-se explantes de segmentos cotiledonares e a
concentracdo de 0,3 mg.L™ de BAP adicionada ao meio de cultura. O maior alongamento de
gemas axilares foi na combinagdo de 0,3 mg.L™ de ANA com 0,03 mg.L? de BAP
adicionados ao meio. O maior percentual de inducdo de raizes ocorreu na auséncia de AlB ou
em resposta as concentragdes de 0,5 e 2,5 mg.L™. O carvdo ativado adicionado ao meio de
cultura de enraizamento melhorou a qualidade das brotacfes. A aclimatacdo de plantas de
sucupira-preta produzidas in vitro foi satisfatéria quando se manteve uma cobertura plastica
entorno da planta na fase de pré-aclimatacao.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, propagacédo de plantas, espécie nativa.
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1. Introdugéo

A sucupira-preta (Bowdichia virgilioides) € uma &rvore pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae (Lorenzi, 2002). Possui madeira densa, de cerne pardo
escuro, de alta durabilidade, sendo empregada em moveis de luxo, acabamentos internos,
construgdes, dormentes, pontes, entre outros. A sucupira-preta € conhecida popularmente por
suas propriedades terapéuticas no tratamento de sifilis, reumatismo, do diabetes e das
afeccdes cutaneas (Carvalho, 2002).

A propagacdo da espécie é realizada principalmente através da germinacdo de
sementes. Entretanto, a sucupira-preta apresenta dorméncia tegumentar, e que reduz
sensivelmente a porcentagem de germinagéo, sendo esta de 0 a 2,1% sem a superacdo da
dorméncia, e de 45 a 88% com a superacdo da dorméncia (Carvalho, 2002).

Assim, a micropropagacdo representa uma alternativa para producdo de mudas desta
espécie. A micropropagacdo é uma técnica de propagacdo vegetativa que pode ser utilizada
para certas espécies que tem a semente como insumo limitante, com dificuldade de
germinagdo e armazenamento, permitindo também a maximizacdo da qualidade e
uniformidade dos plantios quando utilizados gendtipos selecionados, além da propagacgéo de
especies de interesse econdmico de maneira a preservar as florestas naturais (Xavier et al.,
2003).

No entanto, para 0 uso pratico da micropropagacao, € necessario otimizar as condigdes
de cultivo para cada espécie. Dentre os fatores que mais influenciam na maximizacdo do
potencial genotipico in vitro, estdo os reguladores de crescimento em especial as citocininas e
as auxinas (Rogalski, 2003). A formacdo de raizes, parte aérea, calos e proliferacdo de gemas
séo regulados pela disponibilidade e interacdo dessas duas classes de reguladores (Caldas et
al., 1999).

A adicdo de citocininas € favoravel, ou até necessario. Das citocininas comercialmente
disponiveis, a 6-benzilaminopurina (BAP) é a que, em geral, apresenta melhores resultados.
Ja as auxinas mais utilizadas sdo o acido naftalenoacético (ANA) e o acido indolbutirico
(AIB), sendo o primeiro utilizado na fase de alongamento e o segundo na inducdo de raizes in
vitro (Grattapaglia; Machado, 1999).

Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a micropropagacdo. Na selacdo
dos explantes devem ser considerados aspectos como, o nivel de diferenciacdo do tecido
utilizado, e a finalidade da micropropagacdo. Teoricamente, qualquer tecido pode ser
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utilizado como explante, em vista da totipoténcia das células vegetais. Na pratica, entretanto,
procuram-se usar explantes que contenham maior proporcéo de tecido meristematico ou que
tenham maior capacidade de expressar a totipoténcia (Grattapaglia; Machado, 1999).

A aclimatacdo € o processo que envolve o transplantio da planta cultivada in vitro
para o ambiente externo (Grattapaglia; Machado 1999). Esta fase é de grande importancia,
sendo considerado um dos maiores obstaculos a aplicacdo pratica da cultura de tecidos, por
afetar diretamente a sobrevivéncia e a qualidade final das mudas produzidas (Niciolli, 2006).

O sucesso de um sistema de micropropagacdo depende, portanto, do controle de
grande numero de varidveis em cada uma de suas fases. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um procedimento basico de micropropagacéo via gemas axilares para

sucupira-preta (Bowdichia virgilioides).

2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal

Frutos de sucupira-preta foram coletados em matrizes localizadas no Parque Estadual
do Rio Preto, localizado no municipio de Sd&o Goncalo do Rio Preto, MG. Apds o
beneficiamento, as sementes foram armazenadas em sacos de papel e colocadas em
laboratorio a temperatura ambiente.

Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de Melhoramento Florestal, e
na casa de vegetacdo do Centro Integrado de Propagacédo de Espécies Florestais - CIPEF da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, localizada em

Diamantina — MG, durante o periodo de setembro de 2010 a novembro de 2011.

2.2. Estabelecimento das culturas assépticas

Para a germinacdo in vitro, as sementes com 7 meses de armazenamento foram
inicialmente escarificadas com lixa d’agua n° 20 e desinfestadas em hipoclorito de sédio a
2,5% por 15 minutos. Foram utilizados tubos de ensaio (25mm x 150mm), contendo 10 mL
de meio de cultura constituido de sais e vitaminas de MS (Murashige; Skoog, 1962), 100 mg
L™ de mio-inositol, 20 g L™ de sacarose e 5 g L™ de &gar MERCK®. O meio de cultura teve o
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pH ajustado para 5,8+0,01 e foi autoclavado por 15 minutos a temperatura de 121°C e pressao
de latm. Foi inoculada uma semente por frasco, os quais foram vedados e mantidos em sala
de cultura com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, intensidade luminosa de

aproximadamente 2000 lux e temperatura de 25 + 2°C até a ocorréncia da germinacao.

2.3. Multiplicacdo de gemas axilares

Das plantas germinadas in vitro com aproximadamente 30 dias, isentas de
contaminagdo por microorganismos, foram retirados os dois tipos de explantes (segmentos
cotiledonares e segmentos nodais, com tamanho aproximado de 1cm). Para o cultivo inicial,
os explantes foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de
cultura previamente preparado e autoclavado. Utilizou-se o meio WPM (Lloyd; McCown,
1981) com 100% da concentracdo dos sais e vitaminas, suplementado com 100 mg L™ de
mio-inositol, 800 mg L™ de PVP, 20g L™ de sacarose, 5 g L™ de &gar MERCK® e BAP em
concentracfes variando de acordo com os tratamentos e o pH foi ajustado para 5,8 + 0,01.
Foram utilizadas as concentracdes de 0,1 e 0,3 mg L™ de BAP, combinadas com 0,01 mg L™
de ANA. Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado em esquema
fatorial 2x2 (2 tipos de explantes e 2 concentracdes de BAP) com 4 repetigdes e 6 explantes
por repeticdo. O experimento foi conduzido em sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas
luz e 8 horas escuro, intensidade luminosa de aproximadamente 2000 lux e temperatura de 25
+ 2°C.

A fase de multiplicacdo foi constituida pelo cultivo inicial e trés subcultivos
subsequentes (subcultivos 1, 2 e 3), sendo em cada um deles repetidos os procedimentos
descritos anteriormente. Para avaliar o efeito do tipo de explante (segmentos cotiledonares e
segmentos nodais), respeitou-se o historico do explante, ou seja, no subcultivo 1 foram usadas
gemas axilares retiradas de segmentos nodais e de segmentos cotiledonares do cultivo inicial,
e assim sucessivamente.

Aos 30 dias para o cultivo inicial, e aos 40 dias para o0s subcultivos 1, 2 e 3, avaliou-se
0 namero de gemas axilares por explante. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
testes de média, utilizando o software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).
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2.4. Alongamento de gemas axilares

Foram utilizadas gemas axilares obtidas na fase de multiplicacdo em meio contendo
0,3 mgvL™ de BAP e 0,01 mg L™ de ANA e com 40 dias. Os tratamentos foram constituidos
pelas combinacdes das concentracdes de 0,1; 0,3 e 0,6 mg L™ de ANA com 0,01; 0,03 e 0,06
mg L™ de BAP, que foram adicionadas ao meio de cultura. Foi adotado o delineamento
experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial 3x3 (trés concentracdes de BAP e
trés concentraces de ANA), com 5 repeticdes e 4 explantes por repeticdo. Considerou-se um
frasco de cultivo (55mm x 90mm), contendo 40 mL de meio de cultura com quatro gemas
axilares como repeti¢do. O meio de cultura basico utilizado foi semelhante ao descrito no item
2.2, porém, com modificacdes referentes a adicdo dos reguladores de crescimento, conforme
descrito anteriormente.

Apos a inoculagdo, os frascos com os explantes foram mantidos em sala de cultura
com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, intensidade luminosa de aproximadamente
2000 lux e temperatura de 25 * 2°C durante 40 dias.

Aos 40 dias de alongamento avaliou-se o comprimento da maior brotacdo (cm) e 0s
dados foram submetidos a analise de variancia e testes de média com o auxilio do software
Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

2.5. Enraizamento de brotagoes

Nesta etapa foram utilizadas brotacGes maiores que 2 cm de comprimento obtidos na
fase de multiplicacdo ou alongamento. O meio de cultura bésico utilizado foi semelhante ao
descrito no item 2.2, porém, com modificacOes referentes a adicdo dos reguladores de
crescimento, conforme descrito nos experimentos 1, 2 e 3. As brotagdes foram inoculadas
verticalmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura.

Experimento 1: brotacGes foram retiradas de plantas de sucupira-preta multiplicadas
com 0,3 mg L™ de BAP e 0,01 mg L™ de ANA e com 90 dias. Os tratamentos foram
constituidos pelas concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mg L™ de AIB que
foram adicionadas ao meio de cultura. Foi adotado o delineamento experimental inteiramente
casualisado com 4 repeticGes e 6 brotagdes por repeticao.

Experimento 2: brotagfes provenientes do experimento anterior e que néo

enraizaram, tiveram sua base podada e foram novamente inoculadas em meio de cultura. Os
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tratamentos foram constituidos pelas concentracdes de 0; 1; 2; 3 e 4 mg L™ de AIB, que foram
adicionadas ao meio de cultura. Foi adotado o delineamento experimental inteiramente
casualisado com 4 repeticGes e 6 brotacdes por repeticao.

Experimento 3: Brotagdes foram retiradas de plantas de sucupira-preta alongadas
com 0,3 mg L™ de ANA e 0,03 mg L™ de BAP e com 40 dias. Os tratamentos foram
constituidos pelas combinacbes de 2 tipos de aditivos (carvdo ativado e PVP nas
concentracdes de 2000 mg L e de 800 mg L™ respectivamente) com 4 concentragdes de ANA
(0, 1, 2 e 4 mg L™) que foram adicionadas ao meio de cultura. Foi adotado o delineamento
experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4 (2 aditivos e 4 concentragoes
de ANA) com 4 repeticOes e 6 brotacGes por repeticao.

Para os 3 experimentos, apds a inoculagdo, os tubos de ensaio com as brotaces foram
mantidos em sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, intensidade
luminosa de aproximadamente 2000 lux e temperatura de 25 + 2°C durante 120 dias.

Aos 60 e aos 120 dias avaliou-se o percentual de enraizamento e de calosidade das
brotacdes para os experimentos 1 e 2 e, aos 120 dias, o percentual de enraizamento e de
calosidade das brotagdes, o percentual de clorose e de queda de folhas e ainda, a analise
descritiva do percentual de plantas bem desenvolvidas para o experimento 3 (Figura 4). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, testes de média e analise de regressédo

com o auxilio do software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

2.6. Aclimatacdo de plantas propagadas in vitro

Plantas maiores que 2 cm de comprimento, enraizadas in vitro e com 120 dias foram
transplantadas para copos de polietileno de 200 cm?, contendo substrato composto por 70% de
vermiculita e 30% de Bioplant®. As plantas foram cobertas com um saco de polietileno
transparente e mantidas em ambiente fechado caracterizando a pré-aclimatacdo da sucupira-
preta. Foram realizadas irrigagdes de 2 em 2 dias, com solu¢do de macro e micronutrientes
WPM a 50%. Apds 10 dias de pré-aclimatacdo, foram realizados os seguintes tratamentos:
T1- retirada total dos sacos de polietileno, T2- aberturas parciais nos sacos de polietileno (6
furos, sendo 3 de cada lado), e T3- permanéncia do saco de polietileno intacto. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualisado com 8 repeticdes. Apos 60 dias de pré-aclimatagdo, as
plantas foram transplantadas para tubetes de 180 cm®contento substrato composto por 70% de
vermiculita e 30% de Bioplant®, adicionado de 7 g L™ de formulado de liberacéo controlada
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(3 a 4 meses) Osmocote® (19-6-10). Estas foram mantidas em casa de vegetagdo coberta com
filme plastico (150 microns de espessura) e com tela de sombreamento de 50% e com 3
irrigacdes diarias de 3 minutos cada por nebulizacdo (nebulizador FOGGER com vazédo de 7
L h™) durante mais 30 dias, caracterizando o processo de aclimatacdo propriamente dito.
Durante o processo de aclimatacdo em casa de vegetacdo, foi mantido o histérico dos
tratamentos da pré-aclimatacdo (T1- retirada total dos sacos de polietileno, T2- aberturas
parciais nos sacos de polietileno e T3- permanéncia do saco de polietileno intacto) em
delineamento inteiramente casualisado com 8 repeticdes. Os valores de temperatura e
umidade relativa do ar foram registrados diariamente na casa de vegetacao.

Aos 60 dias de pré-aclimatacdo avaliou-se a sobrevivéncia, a altura, o nimero de
raizes e o aspecto visual da parte aérea, que foi classificado numa escala de 1 a 4, sendo 1-
aspecto ruim, 2- aspecto médio, 3- aspecto bom e 4- aspecto 6timo (Figura 4). Aos 30 dias de
aclimatacdo em casa de vegetacdo, avaliou-se o percentual de sobrevivéncia e a altura das
mudas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia, testes de médias e analises

descritivas com o auxilio do software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).

3. Resultados

3.1. Multiplicacéo de gemas axilares

Com relagdo ao nimero médio de gemas por explante, foram encontradas diferencas
significativas (p < 0,05), para a interacdo tipo de explante x concentracfes de BAP para o
subcultivo 1, para o tipo de explante no cultivo inicial e no subcultivo 3, e para as
concentracfes de BAP no subcultivo 2 (Tabela 1).

Observa-se, de acordo com a Tabela 2, que no desdobramento da interacéo tipo de
explante x concentragdes de BAP, o nimero de gemas axilares por explante, obtido com a
utilizacdo do segmento nodal, foi estatisticamente superior ao segmento cotiledonar na
concentracdo 0,3 mg L™ de BAP no subcultivo 1. A concentracdo 0,3 mg L™ foi superior 4 0,1
mg L™ de BAP, para 0 segmento nodal no subcultivol para essa mesma caracteristica.
Considerando o efeito do explante isoladamente no cultivo inicial e no subcultivo 3, o
segmento cotiledonar foi estatisticamente e visualmente superior ao segmento nodal (Figura
1). Considerando agora o efeito das concentracdes de BAP isoladamente no subcultivo 2, a

concentracéo de 0,3 mg L™ foi novamente superior 2 0,1 mg L™ de BAP.
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Tabela 1: Resumo da andlise de variancia referente ao nimero médio de gemas por explante de sucupira-preta
no cultivo inicial e nos subcultivos 1, 2 e 3 em func¢do do tipo de explante e das concentracdes de BAP

FV GL Quadrados Médios (Gemas/explante)
Cultivo Inicial ~ Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3

Explante (EXP) 1 53,17** 0,46™ 0,37™ 81,60*
BAP 1 541" 0,85™ 19,29% 2,15"
EXP*BAP 1 ].].,28nS 2,07* 5,96ns 4’91ns
Residuo 12 487" 0,28" 3,25 15,71™
Meédia Geral 9,47 1,84 4,97 12,8

CVexp (%0) 23,32 63,38 36,25 30,96

* e ** = significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ™ = néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de variagdo; GL = graus de liberdade; CVe,, = coeficiente de variagio experimental. © valores transformados para v/x por ndo
apresentarem normalidade pelo teste Lilliefors a 5% de probabilidade.

Tabela 2: Nimero médio de gemas axilares por explante de sucupira-preta, em funcédo da interagdo explante x
BAP, dos tipos de explante e das concentragdes de BAP para o cultivo inicial e para os subcultivos 1,2 e 3

Cultivo Inicial

Explante Seg. Cotiledonares 11,30 A
Seg. Nodais 765 B
Subcultivo 1
BAP
01mgL? 03mgL?
Explante Seg. Cotiledonares 3,38 Aa 250 Ba
Seg. Nodais 209 Ab 7,29 Aa
Subcultivo 2
BAP 0,lmgL"* 3,88 B
0,3mg L™ 6,07 A
Subcultivo 3
Explante Seg. Cotiledonares 1506 A
Seg. Nodais 10,55 B

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minGsculas idénticas e em uma mesma coluna, seguidos por letras mailsculas idénticas
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Segmento cotiledonar Segmento nodal

Figura 1: Aspecto visual da multiplicacdo de explantes de sucupira-preta. A) segmento cotiledonar e B)
segmento nodal, ambos do cultivo inicial, C) os 4 tratamentos do subcultivo 2 (segmentos cotiledonar e nodal
combinados com as concentragdes de 0,1 e 0,3 mg.L™ de BAP).

3.2. Alongamento de gemas axilares

N&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos para a
altura média dos explantes aos 40 dias. No entanto, a concentracdo de 0,3 mg L™ de ANA
combinada com as trés concentracdes de BAP, em especial a de 0,03 mg L™ apresentou
valores numericamente superiores de altura do explante para a sucupira-preta (2,54 cm). A
partir dessa concentragdo de ANA, observou-se uma tendéncia de decréscimo na altura obtida
para as trés concentracdes de BAP, sendo esta, em média, 1,72 cm (Figura 2).

m0,01 mg/L de BAP 00,03 mg/L de BAP  @0,06 mg/L de BAP
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

Altura (cm)

0,1 0,3 0,6
Concentracgédo de ANA (mg.L1)

Figura 2: Altura média de explantes de sucupira-preta em funcgéo das concentracfes de ANA e BAP aos 40 dias
de alongamento. As barras indicam o desvio padréo.
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3.3. Enraizamento de brotacdes

Experimento 1: Foram encontradas diferencgas significativas (p < 0,05) entre o0s
tratamentos para o percentual de calosidade aos 60 dias (Tabela 3). A regressdo quadratica foi
significativa (p < 0,05) para o percentual de calosidade aos 60 dias e observou-se uma
tendéncia crescente no percentual de calosidade a medida que se aumentou a concentragdo de
AIB (Figura 3A). Em relacdo ao percentual de enraizamento aos 120 dias, as concentragdes

de 2,0; 0,0 e 0,5 mg.L™ de AIB resultaram em maiores valores, sendo 31,7; 29,2 e 29,2%
respectivamente (Figura 3B).

Tabela 3: Resumo da analise de variancia referente ao percentual de enraizamento e de calosidade aos 60 e aos
120 dias de brotac¢Ges de sucupira-preta em funcdo das concentrages de AIB

Quadrados Médios
60 dias 120 dias

FV GL . ) . .
Enraizamento Calosidade Enraizamento Calosidade
%
Tratamento 8 36,65"5 1068,75** 36,65ns 325,69ns
Residuo 27 33,44 275,41 25,72 321,09
MédiaGeral 2,31 47,50 20,83 60,65
cvexo (%0) 250,32% 34,94% 86,02% 43,64%

* e ** = significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ™ = néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de variagéo; GL = graus de liberdade; CV., = coeficiente de variagéo experimental.
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Figura 3: Percentual de calosidade aos 60 dias (A) e percentual de enraizamento aos 120 dias (B) de brotagdes
de sucupira-preta em funcéo das concentracdes de AIB. As barras indicam o desvio padréo.

Experimento 2: Ndo foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) entre os
tratamentos para as caracteristicas analisadas aos 60 dias. Foram encontradas diferencas

significativas (p < 0,05) entre os tratamentos para o percentual de enraizamento aos 120 dias
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(Tabela 4A). A concentragdo de 3 mg L™ foi estatisticamente superior & concentracio de 1 mg

L™ (Tabela 4B). No geral, o percentual médio de enraizamento foi inferior quando se realizou

a repicagem na fase de enraizamento (experimento 2 em relacao ao experimento 1).

Experimento 3: Aos 120 dias, foram encontradas diferencas significativas (p <0,05)

para a interacdo aditivos x concentracdo de ANA para o percentual de explantes com clorose

foliar e entre os aditivos para o percentual de calosidade e de explantes com clorose foliar

(Tabela 5).

Tabela 4: Resumo da analise de variancia (A) e médias (B) do percentual de enraizamento de brotagdes de
sucupira-preta, aos 120 dias ap6s a repicagem, em funcao das concentracdes de AIB

A B
= GL Quadrados Médios AIB (mg L™  Enraizamento (%)
Enraizamento (%)

Tratamento 4 40,37* 0 12,50 ab
Residuo 15 110,83 1 0,00 b
Média Geral 10,00 2 5,00 ab
VCasp (%) 105,28 3 2625 a
4 6,25 ab

* e ** = significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste F; ™ = ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; FV =
fonte de variagdo; GL = graus de liberdade; CV,, = coeficiente de
variacdo experimental.

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras
mindsculas idénticas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5: Resumo da andlise de variancia referente ao percentual de enraizamento, de calosidade, de clorose
foliar e de queda de folhas aos 120 dias, de brotagbes de sucupira-preta, em funcdo dos aditivos e das

concentragdes de ANA

Quadrados Médios

FV GL  Enraizamento  Calosidade Clorose foliar ~ Queda de folhas
%
Aditivos 1 312,50 6050,00* 7200,00* 200,00
ANA 3 48,83"™ 216,67" 366,67" 350,00
Aditivos*ANA 3 145,83™ 883,33"™ 633,33 500,00
Residuo 24 87,50 341,67 166,67 283.33
Meédia Geral 4,38 28,75 77,50 18,75
VCoyo (%) 213,81 64,29 16,66 89,77

* ¢ ** = significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ™ = nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de variagéo; GL = graus de liberdade; CV., = coeficiente de variacéo experimental.
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Observa-se, de acordo com a Tabela 6, que no desdobramento da interacao aditivos x
concentracdes de ANA, o percentual de clorose foliar na concentracdo de 0,0 mg L™ foi
estatisticamente inferior & 1,0 mg L™ de ANA no aditivo carvdo ativado. O carvdo ativado
proporcionou menor percentual de clorose foliar em relagdo ao PVP em todas as
concentracdes de ANA estudadas. Considerando o efeito do aditivo isoladamente, o PVP foi

estatisticamente superior ao carvao ativado para o percentual de calosidade.

Tabela 6: Percentual de calosidade em funcéo dos aditivos, e percentual de clorose foliar em funcdo da interacdo
aditivo x ANA, de brotagdes de sucupira-preta aos 120 dias

Calosidade (%)

Aditivo Carvao ativado 15,00 B

PVP 42,50 A
Clorose foliar (%)
ANA (mg L™
0,0 1,0 2,0 4,0
Aditivo Carvdo ativado 45,00 Bb 80,00 Ba 60,00 Bab 65,00 Bab
PVP 90,00 Aa 85,00 Aa 100,00 Aa 95,00 Aa

Valores em uma mesma linha, seguidos por letras minGsculas idénticas e em uma mesma coluna, seguidos por letras mailsculas idénticas
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.4. Aclimatacao de plantas propagadas in vitro

Durante a permanéncia das mudas na casa de vegetacdo, a temperatura média foi de
19,1 °C e a umidade média foi de 81,6%. Aos 60 dias de pré-aclimatagdo, observou-se 100%
de sobrevivéncia para todos os tratamentos e aos 30 dias de aclimatacdo em casa de
vegetacdo, observou-se 0%, 50% e 75% de sobrevivéncia para os tratamentos T1, T2 e T3
respectivamente. Foram observadas diferencgas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos
para 0 numero de raizes na fase de pré-aclimatacdo e para a altura na fase de aclimatacdo
(Tabela 7).
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Tabela 7: Resumo da analise de variancia referente ao nimero de raizes e a altura aos 60 dias de pré-
aclimatacdo; e referente a altura durante a aclimatacdo em casa de vegetacdo aos 30 dias de mudas de sucupira-
preta em funcdo dos tratamentos

Quadrados Médios

FV GL Pré-aclimatacao Aclimatac&o
NiUmero de raizes  Altura (cm) Altura (cm)
Tratamento 2 6,13* 0,50"™ 0,08*
Residuo 21 161 1,61 1,87
Média Geral 1,50 3,97 1,22
VCeyp (%) 84,59 31,96 112,09

* g ** =significativos a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ™ = ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de variagéo; GL = graus de liberdade; CV., = coeficiente de variagéo experimental

De acordo com a Tabela 8 o tratamento T3 (permanéncia do saco de polietileno) foi
estatisticamente superior ao T1 (auséncia de saco de polietileno) em relacdo ao nimero de
raizes durante a pré-aclimatacdo e em relacdo a altura durante a aclimatacdo em casa de
vegetacao.

Tabela 8: Numero de raizes aos 60 dias de pré-aclimatacdo e altura aos 30 dias de aclimatacdo em casa de
vegetacdo, de plantas de sucupira-preta, em funcdo dos tratamentos

Tratamentos  NUmero de raizes (pré-aclimatacéo)

Tl 0,63 b
T2 1,50 ab
T3 2,38 a
Altura (aclimatacao)
T1 0,00 b
T2 1,70 ab
T3 1,96 a

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras maitsculas idénticas ndo diferem entre, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Com relacdo ao aspecto visual da parte aérea de plantas pré-aclimatadas aos 60 dias,
observa-se que o tratamento T3 (permanéncia do saco de polietileno) foi superior ao T2 (saco
de polietileno perfurado), que por sua vez, foi superior ao T1 (auséncia de saco de polietileno)
(Figura 4).
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Figura 4: Classificagdo do aspecto visual da parte aérea de mudas de sucupira-preta, aos 60 dias, em funcdo dos
tratamentos. 1) aspecto ruim, 2) aspecto médio, 3) aspecto bom e 4) aspecto 6timo.

4. Discussao

Com relagéo ao efeito do BAP, a concentracdo de 0,3 foi superior a de 0,1 mg L™ nos
subcultivos 1 e 2, com médias de 5,0 e 6,0 gemas por explante respectivamente. Ribas et al.
(2005), utilizando segmentos nodais de peroba-rosa (Aspidosperma polyneuron) e BAP
adicionado a0 meio de cultura (1,0 a 2,0 mg L™) obteve 4,0 a 5,0 brotacdes por explante.
Cordeiro et al. (2004) observaram 2,0 a 3,0 brotos produzidos por explante de parica
(Schizolobium amazonicum) a medida que se aumentou a concentracdo de BAP (até 2,5 mg L
1).

De acordo com Ferri et al. (1981), a habilidade de emissdo de brotagfes em segmentos
cotiledonares é devida a maior juvenilidade desse tipo de explante, ja que, o cotilédone é uma
estrutura embrionaria formado por meristema, tecido ndo diferenciado, capaz de multiplicar-
se por divisao celular e formar outros tecidos. Resultados contrastantes foram encontrados por
Andrade et al. (2000) que ndo observaram qualquer formacdo de brotos nos explantes

cotiledonares de aroeira (Myracrodruon urundeuva) utilizando meio MS modificado com
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50% dos sais e vitaminas e suplementado com diferentes combinacdes entre ANA, BAP e
cinetina.

Com relacdo ao alongamento, Andrade et al. (2000) observaram resultados bastante
semelhantes a este estudo na micropropagacdo de aroeira (Myracrodruon urundeuva) sendo
que o comprimento da brotacdo aumentou conforme elevaram-se os niveis de BAP. Porém, a
maior média alcangada (6,3) ocorreu em concentracdo bastante superior a do presente estudo
(1,0 mg.L™ de BAP) e, a partir dessa concentracdo observou-se uma tendéncia de queda no
comprimento da parte aérea . Isso pode estar ligada ao fato de que as citocininas estimulam a
maior producdo de partes aéreas até uma determinada concentragdo, o que varia de acordo
com a espécie, e a partir desta, ocorre um efeito toxico, que se caracteriza, entre outros, pela
falta de alongamento das culturas (Gratapaglia; Machado, 1999).

Observou-se uma tendéncia crescente do percentual de calosidade aos 60 dias em
relacdo ao aumento da concentracdo do AIB (experimento 1 de enraizamento). A formacéo de
calos na base do explante pode ser um indicio de enraizamento futuro, pois, em espécies
consideradas de dificil enraizamento, geralmente, ha formacdo de calos precedendo a
formacdo de raizes (Hamann, 1998; Lima et al., 2007). Isso pode ser comprovado pelo
aumento no percentual de enraizamento de 2,31% aos 60 dias para 20,83% aos 120 dias no
experimento 1. Com relacdo ao comportamento diferente das concentracGes de 0,5 a 2,0 mg
L de AIB, no percentual de calosidade, deve-se levar em consideracdo que o material
utilizado no trabalho foi proveniente de sementes de gendtipos diferentes, podendo estar
associado a alta variabilidade dentro da espécie. De acordo com Cordeiro et al. (2004) deve-se
ressaltar que tais diferencas obtidas também podem estar ligadas a variacdo no tamanho do
explante e condi¢es in vitro parcialmente controladas.

O comportamento do percentual de enraizamento aos 120 dias também foi bastante
irregular no experimento 1 e, segundo Assis; Teixeira (1999), ha vérias evidéncias de que a
formacédo de raizes é geneticamente controlada, pois hd bastante variacdo entre espécies e
mesmo entre clones de uma mesma espécie. As concentracdes de 0,0; 0,5 e 2,5 mg L™ de AIB
foram as que proporcionaram maiores percentuais de enraizamento para a sucupira-preta no
experimento 1, concordando com Couto et al. (2003) que também obtiveram maiores
percentuais de enraizamento de porta-enxertos de pessegueiro (Prunus sp. “Barrier”) usando
essas mesmas concentracfes de AlIB adicionada ao meio de cultura. Também aos 120 dias, a
concentracéo de 4,0 mg L™ de AIB foi a que mais se destacou em relacéo ao percentual de

enraizamento no experimento 2 (repicagem), com média de 26,3%. Porém, esse valor foi
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inferior aos encontrados no experimento 1 (31,7 e 29,2%) para o percentual de enraizamento
aos 120 dias, concluindo-se que ndo € indicado fazer uma repicagem na fase de enraizamento
e utilizando AIB para a sucupira-preta.

O carvdo ativado mostrou-se importante em relacdo a qualidade de brotacdes de
sucupira-preta no presente estudo, ja que proporcionou menor percentual de clorose foliar e
maior percentual de plantas bem desenvolvidas do que o PVP em todas as concentracfes de
AIB estudadas. Disarz; Corder (2009), trabalhando com a micropropagacao de acécia (Acacia
mearnsii), observaram auséncia de clorose em explantes subcultivados em meio MS com a
adicdo de carvéo ativado. O carvao ativado € um dos compostos mais utilizados para auxiliar
a rizogénese in vitro, por possuir a capacidade de fixar auxinas, sendo, de forma geral,
benéfico por promover o alongamento das raizes (Gomes, 1999). Além disso, o carvao
ativado auxilia na adsorgdo de substancia toxicas como os fenois, reguladores de crescimento
em excesso que se acumulam no meio de cultura e também reduz a incidéncia de luz na zona
de crescimento ativo do sistema radicular (Bonga, 1985; Mantovani et al., 2001).

A fase de transferéncia das plantas estabelecidas in vitro, visando a aclimatacdo e
rustificagdo em condigGes ex vitro, constitui importante etapa na formacdo de mudas de
qualidade, uma vez que estas sdo retiradas de uma condicdo heterotréfica para autotréfica,
sofrendo estresses fisiologicos (Bandeira et al., 2007). Ao final da pré-aclimatacao, observou-
se 100% de sobrevivéncia para todos os tratamentos e, aos 30 dias de aclimatacdo em casa de
vegetacdo, observou-se 0%, 50% e 75% de sobrevivéncia para os tratamentos T1, T2 e t3
respectivamente. Tratamentos de reducdo gradativa de umidade relativa s&o recomendados
para aumentar a sobrevivéncia no transplantio, ja que resultam numa adaptacdo mais rapida
dos estbmatos do que em plantas transplantadas diretamente para a casa de vegetacdo
(Grattapaglia ; Machado, 1999). No presente estudo, 0 nimero de raizes e 0 aspecto visual da
parte aérea ao final da pré-aclimatacdo, e a altura aos 30 dias de aclimatacdo foram superiores
qguando se manteve a cobertura com o saco plastico intacto. Augusto et al. (2006) observaram
gue o uso de um tanel plastico na aclimatacdo de plantas de amoreira-preta enraizadas in vitro
levou a um maior crescimento das plantas (3,04 cm, contra 2,15 cm da camara de
nebulizacdo).

Com base nos resultados obtidos, pode-se estabelecer um procedimento béasico de
micropropagacdo via gemas axilares de sucupira-preta. Assim, partindo-se de segmentos
cotiledonares, a inducdo de gemas axilares ocorre em meio de cultura WPM, suplementado
com 0,3 mg L™ de BAP e 0,01 mg L™ de ANA, resultando em taxas médias de regeneracéo de
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9; 2; 5 e 13 gemas axilares por explante respectivamente para o cultivo inicial e trés
subcultivos, em um periodo de 5 meses. O alongamento € satisfatério em meio de cultura
WPM, acrescido de 0,3 mg L™ de ANA e 0,03 mg L™ de BAP, durante 40 dias. A inducio de
raizes ocorre na auséncia ou em resposta as concentragdes de 0,5 e 2,5 mg L™ de AIB, todos
promovendo em torno de 30% de enraizamento em 4 meses, e a qualidade das brotagdes pode
ser aumentada com a adicdo de carvdo ativado (2,0 mg L™) ao meio de cultura de
enraizamento. Finalmente, o transplantio e aclimatacdo podem ser efetuados utilizando
substrato composto por vermiculita e Bioplant e mantendo-se, primeiramente, em ambiente
fechado e com cobertura plastica entorno da muda, resultando numa sobrevivéncia de 100% e,

posteriormente, em casa de vegetacao, resultando numa sobrevivéncia de 75%.

5. Conclusoes

e Explantes obtidos de segmentos cotiledonares de sucupira-preta sao indicados para a
emissao de gemas axilares;

e Os melhores resultados para a multiplicagdo foram obtidos utilizando-se a
concentracdo de 0,3 mg L™ de BAP adicionada ao meio de cultura;

e Os melhores resultados no alongamento foram obtidos utilizando-se a combinacdo de
0,3mg L™ de ANA com 0,03 mg L™ de BAP adicionada ao meio de cultura;

e Os melhores resultados no enraizamento ocorreram na auséncia de AIB ou em
resposta as concentracdes de 0,5 e em especial 2,5 mg L™

e O carvdo ativado (2,0 mg L™) adicionado ao meio de cultura de enraizamento
melhorou a qualidade das brota¢oes;

e Os melhores resultados para aclimatacdo de plantas de sucupira-preta produzidas in
vitro foram obtidos mantendo-se uma cobertura plastica transparente entorno da muda

na fase de pré-aclimatac&o.
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3. CONCLUSOES GERAIS

A escarificacdo de sementes e a utilizagdo dos meios de cultura MS com 50 e a 100%
e WPM com 50% dos sais e vitaminas proporcionaram 0S maiores percentuais de
germinacao in vitro de sucupira-preta; a germinacdo in vitro e a aclimatacao de plantas
germinadas in vitro ocorreram, independentemente do histérico de aditivos ou meios
de cultura utilizados; a germinag&o in vitro de sucupira-preta € um método viavel para
propagacdo da espécie e pode ser utilizada para introducdo de material vegetal in vitro
de forma asséptica e €, um processo importante para a micropropagagdo por meio da
proliferacdo de gemas axilares visando a propagacdo e a conservacdo genética da
espécie.

Na micropropagacéo, explantes obtidos de segmentos cotiledonares de sucupira-preta
sdo indicados para a emissdo de gemas axilares; os melhores resultados para a
multiplicacdo foram obtidos utilizando-se a concentracdo de 0,3 mg L™ de BAP
adicionada ao meio de cultura; os melhores resultados no alongamento foram obtidos
utilizando-se a combinacdo de 0,3 mg L* de ANA com 0,03 mg L de BAP
adicionada ao meio de cultura; os melhores resultados no enraizamento ocorreram na
auséncia de AIB ou em resposta as concentracées de 0,5 e em especial 2,5 mg L™; o
carvao ativado (2,0 mg L™) adicionado ao meio de cultura de enraizamento melhorou
a qualidade das brotacGes; os melhores resultados para aclimatacdo de plantas de
produzidas in vitro foram obtidos mantendo-se uma cobertura pléstica transparente

entorno da muda na fase de pré-aclimatacéo.
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ANEXQOS

Anexo 1: Procedimento basico de micropropagacdo via gemas axilares para a sucupira-preta

(Bowdichia virgilioides)

Multiplicagio: Alongamento: e T
\H________—_ﬁ__ﬂ__/
Segmento cotiledonar 0.3 mgL de ANA 4
0.3 mg/L de BAP 0,03 mg/L de BAP
0.01 mgL de ANA %
o — 3 —
Enraizamento:

> %/ 0.0: 0.5 ou 2.5 mg/L de AIB

2.0 mg/L de carvdo ativado

Aclimatagdo: cobertura
plastica entorno da planta
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