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RESUMO

A multiplicagdoin vitro dos explantes é influenciada pela
concentragéo de citocinina, assim faz-se necessario o gjuste da
mesma para otimizar a taxa de multiplicacdo. Objetivou-se, neste
trabalho, verificar o efeito das concentracdes de BAP na
multiplicac@o dos porta-enxertos de Prunus spp. cvs. Mr. S. 1/8,
Mr. S. 1/14 e Julior. O meio de cultura utilizado foi constituido
por macronutrientes do meio SH e micronutrientes do meio MS
acrescido por 0; 0,3; 0,6 0,9 mg L' de BAP. Os explantes tipo
segmento nodal, retirados de brotagBes estabel ecidas em meio
MS sem BAP, foram inoculados em frascos contendo 30 mL de
meio e em seguida cultivados em sala de crescimento com
temperaturade 24 +1 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz e uma
densidade de fluxo luminoso de 27 pmol m? st. Apds 35 dias de
cultivo, verificou-se amaior porcentagem de brotacdo (98,35%)
e numero médio de brotagBes formadas por explante (2,44) no
porta-enxerto Mr. S. 1/8. A medida que se aumentou a concentragao
de BAP no meio de cultura, obteve-se um maior niimero médio
de brotaces por explantes nos trés porta-enxertos, porém houve
reducdo no comprimento das brotagdes da cv. Mr. S. 1/8. Para
obtenc&o de maiores taxas de multiplicacdo nos porta-enxertos
Mr. S. 1/14 e Julior, devem-se utilizar concentracfes de BAP
superiores a 0,9 mg Lt ou manter os explantes no meio de
multiplicagdo por um periodo superior a 35 dias.

Termos para indexacdo: Culturade tecidos, micropropagagéo,
6-benzilaminopurina, produgdo de mudas.

ABSTRACT

The in vitro propagation of explants is influenced by
cytokinin which makes its concentration adjustment necessary
in order to optimize the multiplication rate. The objective of this
work was to verify the effect of BAP concentrations in the
multiplication of Prunus spp. cvs. Mr. S. /8, Mr. S. 1/14 and
Julior rootstocks. The culture medium used was consisted by
macronutrients of SH medium and micronutrients of MS medium
supplemented with 0; 0.3; 0.6 and 0.9 mgL* BAP. Nodal segment
explants were excised from shoots cultured in MS medium
without BAPR, inoculated in flasks containing 30 mL of culture

medium and then maintained in a growth room with temperature
of 24+1° C, fotoperiod of 16 hours and a density of luminous
flow of 27 pmol m?s?. Higher shooting percentage (98.35%) and
shoot average number (2.44/explant) was observed on Mr. S. 1/8
rootstocks, after 35 days of cultivation. With the increase on
BAP concentration in the culture medium, higher shoot average
number was observed in al cultivars however with areduction
on shoot length of the Mr. S. 1/8 cultivar. The use of BAP
concentrations higher than 0.9 mgL ! or the maintenance of the
explants on multiplication medium more than 35 days promotes
higher rates of multiplication.

Index terms: Tissue culture, micropropagation, 6-
benzylaminopurine, plant production.

INTRODUCAO

Os principais porta-enxertos de pessegueiro
utilizados na regido Sul do Brasil sdo das cultivares
Capdeboscq e Aldrighi, e eles sdo altamente suscetiveis
ao nematéide Meloidogyne incognita (Kofoid & White)
Chitwood (COUTO et d., 2004).

Visando ampliar as opcBes de porta-enxertos para
fruteiras de caroco nessa regido foram introduzidas as
selecdes de Prunus ceracifera Ehrh. (Mr. S. 1/8 e Mr. S. I/
14) e Prunus insititia L. (Julior). As cultivares dessas
espécies se destacam por possuirem importantes
caracteristicas agronémicas como resisténcia a
fitonematdides e toleréncia a solos Umidos, entre outras
(FACHINELLO & LORETI, 2000).

No Brasil, de maneira geral, porta-enxertos para
Prunus séo propagados quase exclusivamente por

(Recebido em 3 de outubro de 2006 e aprovado em 10 de agosto de 2007)
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sementes, apesar do método de propagacao por estaca ser
bastante interessante, ele ndo é viavel paraamaioriadas
cultivares por causa da sua baixa porcentagem de
enraizamento (SILVA et d., 2003). No caso de espécies de
ameixeira (aexemplo deP. ceraciferal ., P. domestica eP.
salicinaLindl.), a propagag&o por sementes é considerada
inadequada porque as sementes apresentam baixa
porcentagem de germinag@o e por ndo possibilitam a
obtencéo de plantas homogéneas no viveiro (RAMOS et
a., 2003). Trabalhos de multiplicacdo pelo método de
estaquia foram realizados, mas obtiveram resultados pouco
consistentes (dados ndo divulgados).

As técnicas de micropropagacdo tém se mostrado
vidveis na propagacdo de algumas espécies frutiferas
lenhosas, por possuirem como caracteristicas principais
maior rapidez em relagdo aos métodos tradicionais de
propagacéo, manutencdo das caracteristicas genéticas e
sanidade do material propagado (COUTO, 2003), embora,
em algumas espécies do género Prunus, a taxa de
multiplicacéo obtida segja pequena (RODRIGUES €t 4.,
2003).

A diferenca na taxa de multiplicacdo entre as
espécies lenhosas multiplicadas in vitro, ocorre porque
cada espécie e/ou cultivar possuem caracteristicas
genéticas proprias (PEREIRA & FORTES, 2001). Além
disso, a concentragéo de citocininalivre no tecido vegetal
cultivado depende de uma grande variedade de processos
bioquimicos como a absorcao, distribuicéo e metabolismo
desse regulador de crescimento (AUER et al., 1992).

Uma das formas de aumentar a taxa de
multiplicacdo dos explantes é com o gjuste do protocolo
para cada espécie em estudo. Entre os fatores mais
importantes para serem gjustados, destacam-se o tipo do
meio de cultura, o tipo e a concentragdo de citocinina
(SILVEIRA et d., 2001).

De acordo com Pérez-Tornero et al. (2000), a
utilizag@o de uma fonte de citocinina no meio de
multiplicacéo é indispensavel para promover a superagéo
da dominancia apical do explante e induzir a proliferagdo
de gemas axilares e/ou adventicias.

Das citocininas utilizadas nos meios de
multiplicacdo, a 6-benzilaminopurina (BAP) € considerada
mais eficiente e que contribuido substancialmente na
inducdo de gemas axilares adventicias durante a
multiplicacdo dos explantes, além de se destacar das demais
por ser mais barata (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

Trabalhos de multiplicac&o in vitro dos porta-
enxertos de Prunus, buscando avaliar o tipo de meio de
cultura e concentracdo do &gar (RODRIGUES et a., 2003);
tipo de meio e concentragio de BAP (SILVEIRA et al., 2001)
e concentragdo de BAP e AIB (WAGNER JUNIOR et &,
2003), possibilitam inferir que os porta-enxertos da espécie
Prunus cerasifera sdo mais facies de multiplicar e
apresentam maior taxa de multiplicagdo, quando
comparados com os porta-enxertos da espécies Prunus
pérsica(L.) Batsch..

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de
diferentes concentragGes de BAP, na multiplicacdo dos
porta-enxertos de Prunus spp. cvs. Mr. S. 1/8, Mr. S. 1/14
eJulior.

MATERIAL E METODOS

O trabaho foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas do Departamento de Boténica —
Instituto de Biologia da UFPel, em Pelotas-RS, no periodo
dejaneiro a marco de 2004.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais
com aproximadamente 10 mm de comprimento, retirados
das brotagdes dos porta-enxertos de Prunus spp. cvs. Mr.
S. 1/8, Mr. S. 1/14 e Julior provenientes da fase de
estabelecimentoin vitro, em meio de culturaM S completo,
sem reguladores de crescimento.

Em cémara de fluxo laminar, os explantes foram
excisados e inoculados em frascos com capaci dade de 250
mL, contendo 30 mL de meio de cultura constituido por
macronutrientes do meio SH (SCHENCK & HILDEBRANT,
1972) e micronutrientes do meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), acrescido por 0; 0,3; 0,6 €0,9 mg L* de 6-
benzilaminopurina (BAP), 0,05 mg L-*de &cido indolbutirico
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(AIB), 100 mg L* de mioinositol, 30 g L* de sacarosee 7 g
L deégar. O pH do meio de culturafoi gjustado para5,2,
antes da adico do &gar. A esterilizagdo do meio de cultura
foi realizada em autoclave a 121 °C, com presséo de 1,5 atm,
durante 15 minutos.

Apds ainoculagdo, transferiu-se os fracos contendo
0s explantes para sala de crescimento com temperatura de
24 +£1 °C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de
fétons do periodo de luz de 27 umol m? s*.

O delineamento experimental utilizado foi um fatorial
3x4 (porta-enxerto x concentracdo de BAP,
respectivamente), inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des por tratamento, sendo cada repeticdo constituida
por um frasco contendo quatro explantes.

Ap6s 35 dias de cultivo avaliou-se a porcentagem
de explantes brotados, nimero médio de brotages por
explante e comprimento médio das brotacGes.

Realizou-se a andlise de variancia dos dados e
comparagdo de médias pelo teste de Duncan ou por
regressdo polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa SANEST (ZONTA & MACHADO,
1987). Para a andlise estatistica dos dados das variaveis
expressas em porcentagem realizou-se a transformacéo
segundo arco seno de (X/100)Y2. E paraavariavel nimero
médio de brotacGes por explante realizou-se a
transformagdo segundo (x+k)¥?, sendo K= 0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Paraavaridvel porcentagem de explantes brotados,
observou-se diferenca significativa apenas para o fator
porta-enxerto. As melhores respostas foram obtidas com

ascvs. Mr. S. 1/8(98,30%) e Mr. S. 1/14 (90,64%), as quais
nao diferiram significativamente entre si, porém o primeiro
apresentou a porcentagem de explantes brotados superior
acv. Julior (Tabela 1). Embora a utilizagdo de umafonte de
citocinina, no meio de multiplicagdo, seja indispensavel
para promover a superagdo da dominancia apical do
explante e induzir a brotagdo das gemas axilares e/ou
adventicias, a concentragdo necessaria para induzir tal
processo pode variar de acordo com o tipo de explantee o
genétipo utilizado (PERES-TORNERO et al., 2000;
TEIXEIRA et d., 2004). Avaliando o tipo de explante na
multiplicagdo do porta-enxerto de Prunus cv. Tsukuba,
ROCHA (2006) verificou que o épice caulinar formou a
maior porcentagem de brotagdo (99,5%), em relacdo ao
segmento nodal (3,5%) e que o porcentua de explantes
brotados nacv. Mr. S. 2/5 (91,7%) foi superior acv. Sirio
(68,7%).

Com relagéo ao nimero médio de brotagdes, houve
efeito significativo do fator porta-enxerto e do fator
concentracdo de BAP, porém sem interacdo entre os
mesmos. Observou-se que 0 maior nimero médio de
brotagdes por explante ocorreu nacv. Mr. S. 1/8 (2,44) e
que as diferencas ndo foram significativas entre as cvs.
Mr. S. /14 e Julior (Tabela 1). Esses resultados observados
diferem dos obtidos por Wagner Janior et a. (2003), que
trabalhando com o porta-enxerto cv. Julior, cultivado no
meio MS acrescido por 0,6 mg L-* de BAP, obtiveram 5,6
brotacGes por explante. A diferenca observada no nimero
médio de brotacBes por explante obtidas nos dois
trabalhos, possivelmente, deve estar relacionada com o
tempo em que os explantes permaneceram no meio de

TABELA 1- Porcentagem de explantes brotados e niimero médio de brotacfes por explante em trés porta-enxertos de

Prunusspp., aos 35 dias de cultivo. Pelotas, RS. 2004.

Porta-enxerto

Explantes brotados (%)

Brotacfes por explante

Mr. S. 1/8 98,30 a 244 a
Mr. S. 1/14 90,64 &b 1,69b
Julior 84,18 b 161b

*Medias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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multiplicag&o, pois no presente trabalho avaliou-se aos 35
dias de cultivo enquanto que, no trabalho dos referidos
autores, foram avaliados aos 70 dias de cultivo. Por outro
lado, as médias obtidas com os trés porta-enxertos (Tabela
1) sdo semelhantes as observadas por Chaves et al. (2005),
que trabalhando com os porta-enxertos cvs. Okinawa e
Mr. S. 1/8 cultivados no meio M S suplementado com 0,6
mg Lt de BAP, obtiveram 1,5 e 2,9 brotagdes por explante,
respectivamente. As diferencas observadas na
porcentagem de explantes brotados e nimero médio de
brotagBes por explante, possivelmente devem estar
relacionadas as caracteristicas intrinsecas de cada cultivar,
pois, de acordo com Pérez-Tornero & Burgos (2000), as
respostas dos explantes nos meios de multiplicacdo podem
variar, significativamente, em funcéo do gendtipo testado.

Observou-se que 0 aumento da concentracdo de
BAP no meio de cultura proporcionou crescimento linear
no nimero médio de brotagBes por explante (Figura 1).
Esses resultados estdo de acordo com aguel es observados
por Chaves et al. (2005), que trabalhando com as cvs.
Okinawae Mr. S. 1/8, no meio M S suplementado por 0; 0,3
e 0,6 mg L de BAP, observaram aumento no nimero
brotacdes por explante, na medida em que a concentracdo
de BAP foi aumentada no meio de cultura. Trabalhando
com Prunus cerasifera cv. Mr. S. 2/5, cultivadaem meio
MS acrescido por concentragfes que variaram entre 0 mg
L*a2mgL*deBAP, Rocha (2006) observou, que no meio
de cultura contendo até 1 mg L de BAP, houve
crescimento linear no nimero médio de brotages formadas
por explante, e a partir desta concentracdo observou-se
estabilizagdo no nimero delas.

Embora a adicdo de uma fonte de citocinina (BAP)
sgjaindispensavel no meio de multiplicac8o paraaformagéo
de brotagdes (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), nem
sempre 0 aumento na concentracdo de BAP resulta no
maior nimero de brotagdes formadas, pois, Teixeiraet al.
(2004) avaiando o efeito das concentractes de BAP (0;
0,5; 1,0; 2,0; € 4,0 mg L%) na multiplicagdo do porta-enxerto
dePrunuscv. Carelli, observaram que ndo houve diferenca
no nimero de brotacdes por explanteentre 0,5 e4 mg L™

de BAP (3,3 e 3,4 brotagdes/explante, respectivamente).
Resultados semelhantes foram obtidos por Rogalski et al.
(2003) com aameixeira cv. Santa Rosa cultivadano meio
MS acrescido por concentragdes de BAP que variaram de
0,5 a 3 mg L, demonstrando que ndo ha diferenca no
ndmero de brotagBes entre as concentragdes de BAP.

251 A
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5
g 154
@ A
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0 0,3 0,6 0,9
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FIGURA 1- Numero médio de brotagdes formadas por
explante dos porta-enxertos de Prunus spp., aos 35 dias
de cultivo, em meio de cultura acrescido por diferentes
concentragdes de BAP. Pelotas, RS. 2004.

Para o comprimento médio das brotac6es, houve
interacdo entre os fatores porta-enxerto e concentragéo de
BAP, observando-se que essa variavel no porta-enxerto
cv. Mr. S. 1/14 aumentou, a medida em que se incrementou
aconcentragéo de BAP no meio de cultura (Figura 2). Esses
resultados diferem dos obtidos por Sczepanski (2001), o
qual multiplicando a cv. Mirabolano observou que as
brotagdes cultivadas em meios contendo até 0,4 mg L2 de
BAP alongaram, mas apds essa concentragdo notou que
ocorreu uma paralisagéo do a ongamento.

O meio de culturaadicionado de 0,9 mg L de BAP
proporcionou 0s maiores comprimentos médios das
brotagBes das cvs. Mr. S. 1/14 e Julior (Figura 2). Resultados
semel hantes foram observados por Wagner Janior et al.
(2003), que multiplicando a cv. Julior, obtiveram o maior
comprimento médio das brotacGes no meio de cultura
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contendo as maiores concentragdes (0,45 e 0,6 mg L de
BAP). Emrelacdo acv. Mr. S. 1/8, observou-se que, com 0
acréscimo das concentragdes de BAP no meio de cultivo,
houve decréscimo no aongamento das brotagdes (Figura 2).
Esse resultado esta de acordo com Lucas (2000), o qual
afirma que as citocininas geralmente estimulam a
multiplicacdo e inibem o comprimento das brotagGes.

O maior comprimento das brotagdes registrados
paraacv. Mr. S. 1/14 e Julior pode estar relacionado com a
competicéo dos explantes por nutrientes, uma vez que o
numero de brotagdes por explante foi maior nacv. Mr. S. 1/
8, havendo maior competicao por nutrientes, o que resultou
no menor tamanho de brotagdes.

5.
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FIGURA 2 — Comprimento médio das brotagdes de trés
porta-enxertos de Prunus spp., aos 35 dias de cultivo, em
meio de cultura acrescido de BAP. Pelotas, RS. 2004.

Podem-se observar distintos comprimentos das
brotagdes dos porta-enxertos, em fun¢do da concentracéo
de BAP. Contudo, vale ressaltar que a utilizac&o de altas
concentragdes de citocininano meio de cultura poder inibir
0 alongamento das brotagdes em prunéceas e também
induzir a um distdrbio fisiol6gico conhecido como
vitrificagdo ou hiperhidricidade (LEONTIEV-ORLOV et al.,
2000). Mesmo em se tratando de gendtipos com a mesma
descendéncia (Mr. S. 1/8 e Mr. S. 1/14), a resposta
diferenciada observada confirma que para cada genétipo
existe a necessidade de adaptacdo do protocolo de
multiplicacdo, pois as concentragcdes enddgenas de

citocininas nos explantes certamente sdo diferenciadas.
Em funcéo disso, futuros trabalhos de quantificagdo de
citocinina nos tecidos dos explantes poderéo se constituir
em importante indicador da necessidade e/ou da
gquantidade de citocinina que deve ser aplicada
exogenamente, visando maximizar as taxas de multiplicacdo
de em cada gendtipo.

CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que esse experimento foi
desenvolvido, concluiu-se que:

- 0 porta-enxerto cv. Mr. S. 1/8 apresentou maior
resposta ao BAP, durante a fase de multiplicagdo in vitro,
comparado aMr. S. 1/14 e Julior;

- concentracOes de BAP de até€ 0,9 mg L aumentam
0 numero de brotagdes dacv. Mr. S. 1/8, porém reduzem o
seu comprimento.
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RESUMO

Objetivou-se estabel ecer uma metodol ogia de propagacéo
in vitro, por via sexuada para o barbatiméo [ Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville FABACEAE - PAPILIONOIDEAE]
e avaliar aspectos da anatomia foliar de plantulas cultivadasin
vitro e apds aclimatizacdo, sementes foram inoculadas em meios
MS e WPM, com 100% e 50% da concentracdo de sais,
suplementados com 30 g L ! de sacarose, solidificadoscom 7 g L-
1de &gar e o pH gjustado a5,7 + 0,1. Avaiaram-se a porcentagem
de oxidagdo e a contaminagdo do meio e dos explantes, a
porcentagem de sementes germinadas e matéria fresca e seca das
plantulas formadas. Foliolos fixados de plantulas cultivadas in
vitro e com 30 dias de aclimatizaco foram submetidos a cortes
transversais e paradérmicos, corados e montados entre lamina e
laminula para avaliagdo de aspectos da anatomia foliar. A
porcentagem de germinagdo foi de 92%, em média, em ambos os
meios e maiores acimulos de matéria fresca e seca foram
observados em plantulas cultivadas em meios MS e WPM
completos. O estudo da anatomia foliar permitiu a observacéo de
diferencas no contorno e grau de espessamento das paredes das
células epidérmicas, densidade e diametro dos estdmatos e
espessura dos parénguimas palicadico e esponjoso em fungéo do
processo de aclimatizag&o adotado.

Termos paraindexacdo: Micropropagagdo, Planta Medicinal,
Cerrado.

ABSTRACT

In order to establish anin vitro propagation methodol ogy
for Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville FABACEAE-
PAPILIONOIDEAE and evaluate leaf anatomy after
acclimatization, seeds wereinoculated in MS and WPM medium
containing 50 or 100% of salt concentration, supplemented with
30 g Lt sucrose, solidified with agar 7 g L and pH adjusted to
5.7£0.1. Medium and seed oxidation and contamination

percentage, seed germination percentage and fresh and dry matter
seedling weight were evaluated. For the anatomic study,
transversal and paradermic leaf cuts were performed on leaves
cultivated in vitro and already acclimatized. The average
germination percentage was 92% in both mediawith higher fresh
and dry matter weight observed in seedlings cultivated in 100%
MS and WPM medium. The leaf anatomy study showed
differences on the contour and on the thickness level of the
epidermic cell walls, stomata density and diameter and thickness
of the spongy and palisade parenchyma as a function of the used
acclimatization process.

Index terms. Micropropagation, Medicinal Plant, Cerrado.
INTRODUCAO

Estima-se que o cerrado brasileiro contribua com
10.000 espécies de plantas, das 60.000 fanerégamas
distribuidas pelo pais (ALMEIDA et al., 1998). O
barbatiméo [Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville] é uma espécie medicinal do cerrado, com
elevados teores de compostos polifendlicos na casca,
especialmente taninos, em concentracdes que variam
de 20 a 30% (LIMA, et al. , 1998). Possui grande
distribuicéo e importancia econémica para o Estado de
Minas Gerais e é empregado popularmente como
adstringente e cicatrizante (LOPES et al., 2005), no
combate de amigdalite, faringite, hemorrdidas,
leucorréias, erupcdes cutaneas, diarréias e como agente
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antiinflamatério (LIMA et al., 1998; PALAZZO-DE-
MELLOet d., 1996).

Segundo Almeida et al. (1998), a producao nacional
de cascade S adstringens vem decrescendo desde 1988,
principalmente no sul de Minas Gerais, em razéo de sua
ampla utilizagdo pelas indUstrias de curtimento do couro.
O barbatim&o se regenera na natureza através de sementes,
cuja producdo ocorre durante poucos meses do ano e o
estabelecimento das mudas € prejudicado pelo efeito
restritivo do tegumento (BARRADAS & HANDRO, 1974),
por condicBes ambientais desfavoréveis e pelo ataque de
patdgenos e herbivoros (FRANCA et d., 1995). De acordo
com Fay (1992), a taxa de germinagdo de sementes de
algumas espécies pode aumentar, quando sdo utilizados
métodos de cultura de tecidos, principalmente se as
sementes apresentam dorméncia, endosperma reduzido ou
grande infestacdo por microrganismos.

O estudo anatdbmico de 6rgédos vegetativos de
plantulas cultivadas in vitro fornece informacgdes
importantes para o controle da morfogénese e no caso das
folhas, indica possiveis alteragdes em tecidos importantes
para rotas metabdlicas primarias, especialmente a
fotossintese, além de auxiliar na eficiéncia de protocolos
de micropropagacéo (ZIV, 1995). Segundo Donnely &
Vidaver (1984), em geral, as plantas desenvolvidasin vitro
apresentam-se pouco lignificadas, com paredes celulares
pouco espessadas, abundancia de espacos intercelulares,
sistema vascular pouco desenvolvido e reduzida
guantidade de tecidos de sustentacdo (esclerénquima e
colénquima). As raizes adventicias possuem sistema
vascular pouco desenvolvido e em plantas lenhosas e
semi-lenhosas, 0 crescimento secundério ndo € observado.
Como conseqiéncia, somente uma pegquena porcentagem
dessas raizes sobrevive a aclimatizag&o.

Fideliset al. (2000) relatam que, além do aparelho
fotossintético ineficiente, as folhas das plantulas
produzidas in vitro possuem menor quantidade de cera
epicuticular e tal fato é responsavel pela transpiragéo
excessiva, que, aiada a redugdo no nimero de estbmatos,
funcionamento deficiente no mecanismo de abertura e

fechamento estomético e & méa estruturagdo do clorénquima,
levam ao dessecamento e murchamento das folhas. Esses
fatores sdo considerados como as causas mais comuns da
baixa sobrevivéncia pos-transplantio.

Objetivou-se neste trabalho estabelecer uma
metodologia de propagagdo in vitro, por via sexuada para
0 barbatiméo e avaliar aspectos da anatomia foliar de
plantulas cultivadas in vitro e apés aclimatizagéo.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo das sementes e teste de viabilidade

Frutos maduros de barbatim&o [ Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville — Fabaceae] foram coletados
entre agosto e novembro de 2004, em area de Cerrado sensu
stricto, no municipio de ljaci, sul de Minas Gerais, situado
a918 mdedltitude, 21°14’Sdelatitude elongitude 44,9°00°'W
GRW. Exsicatas do material vegetal encontram-se
depositadas no Herbario do Departamento de Biologia da
UFLA e registradas sob ne 17227. As sementes foram
tratadas com Benomyl a 2% e, ap6s secagem foram
armazenadas em camara fria, a temperatura de 4 °C, no
escuro. Para o teste de viabilidade, 30 sementes foram
submetidas ao teste do tetrazdlio (NADEEM et al., 2000),
imediatamente apds a coleta (tempo zero) e apds
armazenamento por 6 e 12 meses. O padréo de coloragdo
em diferentes regides foi observado.

Germinacdo in vitroe aclimatizacdo

As sementes foram desinfestadas em NaOCI 2%
(hipoclorito de sddio comercial) por 10 minutos, lavadas
em agua destilada esterilizada e seccionadas parcialmente
naregido lateral, com bisturi. Em seguida, foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo 15 mL dos meios MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD & MC
COWN, 1981), com 100% e 50% da concentracéo de sais,
suplementados com 30 g L de sacarose e solidificados
com &gar, napropor¢do de 7 g Lt e o pH gustado para 5,7
*+ 0,1. As sementes foram transferidas para sala de
crescimento a 27 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade
de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos de 25 mmol
m?s* e apos 15 dias de inoculagdo, avaliaram-se a
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porcentagem de oxidacdo e a contaminagdo do meio e dos
explantes, e aos 60 dias, avaliou-se a porcentagem de
sementes germinadas e matéria fresca e seca das plantulas
formadas. A germinacéo foi avaliada adotando-se critérios
fisiologicos, considerando-se germinadas todas as
sementes com protrusdo de radicula. Empregou-se
delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticoes,
sendo cada parcela experimental constituida por 10 tubos,
com uma semente por tubo. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e analisados estatisticamente
utilizando-se o Sistema de Andlise de Variancia para Dados
Balanceados (FERREIRA, 2000). Para comparacéo dos
contrastes, entre as médias dos tratamentos foi utilizado o
Teste de Scoott e Knott (1974), ao nivel de 5% de
probabilidade.

Para a aclimatizacao, adotou-se como referénciaa
metodologia proposta por Castro et al. (2005), onde
plantulas cultivadasin vitro foram submetidas a diferentes
niveis de irradiancia (30%, 50% e 70%), por 7 dias cada,
com reducdo concomitante e progressiva da umidade, para
incrementar as trocas gasosas. Foram utilizadas no
processo plantulas com 6 a 8 semanas de idade, ecom 3 a
4 pares de folhas desenvolvidas, germinadas em meios
MS e WPM completos.

Aspectos da Anatomia foliar

Os estudos anatémicos foram realizados em plantas
cultivadas em meios de cultura completos, por apresentarem
maior quantidade de folhas.

Foliolos compl etamente expandidos, localizados na
regido mediana do terco superior de plantulas cultivadas
in vitro e com 30 dias de aclimatizacdo foram coletados,
fixados em FAA (formaldeido + dlcool etilico + acido
acético) 70% (v/v) e conservados em acool etilico 70% (v/
V), segundo Johansen (1940).

Para a caracterizag8o dos estdmatos e demais anexos
epidérmicos e avaliacdo da densidade estomatica e
medic¢des dos didmetros polar e equatorial realizaram-se
cortes paradérmicos a mao livre, nas epidermes adaxial e
abaxial daslaminasfoliares. As seccdes paradérmicas foram

montadas em safranina glicerinada 0,1% e observadas em
microscopio Olympus CBB, com auxilio de cBmaraclara,
segundo a técnica de Laboriau et a., (1961). Cortes
transversais foram submetidos a clarificagdo em solugéo
de hipoclorito de sodio 20% (v/v do produto comercial),
por um periodo de trés a cinco minutos e atrés lavagens
com &gua destilada. A coloragéo foi efetuada utilizando-
se uma mistura de azul de astra e safranina, segundo
Bukatsh (1972). Realizaram-se medi¢des da espessura das
epidermes adaxia e abaxia e dos parénquimas palicadico
€ esponjoso, com auxilio de ocular micrométrica OSM.
As laminas foram fotomicrografadas utilizando-se
microscopio Olympus BX 60. Empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, constituido de dez plantas por
tratamento, quatro foliolos por planta e 10 repeticdes por
foliolo, sendo cada repeticdo composta por 3 medidas.
As meédias foram comparadas e analisadas
estati sticamente pelo teste de Scoott e Knott (1974), ao
nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade: Verificou-se que, em média, 95% das
sementes, recentemente col etadas, eram viaveis e que o
armazenamento dessas sementes por um periodo de 12
meses ndo influenciou sua viabilidade (p>0,05) (dados ndo
mostrados).

Germinacdoin vitro e aclimatizacéo

N&o houve indicio de escurecimento no explante
ou no meio de cultura, indicativo de processos oxidativos,
comuns no cultivo in vitro de espécies lenhosas. O
porcentual de contaminagéo foi menor que 1%, mostrando
a eficiéncia do processo de desinfestac&o adotado.

A germinagdo iniciou-se a partir do quinto dia apos
ainoculagdo, em todos os meios de cultivo. A porcentagem
foi de 92%, em média, independente dos meios empregados
e 0 seccionamento parcial das sementes foi importante
para a quebra da dorméncia tegumentar, possibilitando altas
taxas de germinac&o, o que corrobora com as observagtes
de Barradas & Handro (1974), que sugerem a necessidade
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de escarificacdo mecanica em barbatiméo. Uma
porcentagem de 72% de germinagdo foi observada por
Nicioli (2006), em sementes néo escarificadas, cultivadas
em meio MS completo.

Maiores acimulos de matéria fresca e secaforam
observados em plantulas cultivadas em meios MS e WPM
completos (Figura 1), sendo estes 25% superiores em
relacdo aqueles observados para plantulas cultivadas em
meios com a metade da concentracdo dos sais. Os atos
porcentuais de germinacdo indicam auséncia de relacdo
entre o tipo de meio de cultivo e os niveis de sais no meio.
Entretanto, maiores acimulos de matérias fresca e seca
relacionaram-se diretamente com amaior concentracdo de
sais, nos meios empregados. Oliveira (2001) sugere que 0s
meios de cultivo completos permitem uma maior eficiéncia
na utilizagdo da sacarose, que por sua vez, favorece a
absor¢do dos minerais disponiveis.

Os resultados obtidos indicam que as plantulas de
barbatiméo sdo exigentes do ponto de vista nutricional,
para o seu desenvolvimento mas, segundo Fay (1992) esse
comportamento varia de espécie para espécie. Em oliveira
(Olea europaea L.), estudos realizados a partir do cultivo
invitro, demonstraram efeitos lineares significativos sobre
amatéria seca das plantul as produzidas em decorréncia da
variacdo, na concentracdo de sais do meio MS (OLIVEIRA,
2001). Castro et al. (2005) relatam que em murici (Byrsonima

o
q

Matéria Fresca (g)
o o o
n @ i
o

o
=

WPM 50% WPM 100% MS 50% MS 100%

Meios de Cultivo

verbascifolia Rich. ex Juss.), uma espécie lenhosa e
medicinal do Cerrado, o uso de meio MS completo,
suplementado com 30 g L-* de sacarose, proporcionou alto
porcentual germinativo dos embrides e plantulas com maior
acimulo de matéria seca.

A porcentagem de sobrevivéncia das plantul as apds
o transplantio foi de 93%, valor este superior a0 observado
por Nicioli (2006), que relata taxas que variam de 41 a 50%
de sobrevivéncia, de acordo com o tipo de substrato
empregado. Altas porcentagens de sobrevivéncia também
foram descritas para Morus acidosa Griff. (PATTNAIK, et
al., 1996), Ficusreligiosa L. (DESHPANDE, JOSEKUTTY
& PRATHAPASENAN, 1998) e Byrsonima verbascifolia
(CASTRO et al., 2005).

As plantulas cultivadas em ambos 0s meios de
cultura apresentaram maior nimero de foliolos e sistema
radicular bem ramificado, 30 dias ap6s o inicio do processo
de aclimatizag@o. Aos 45 dias de aclimatizacdo, os foliolos
apresentavam-se brilhantes, recobertos por ceras
epicuticulares e com o aparato fotossintético funcional,
em razdo do aumento de biomassa das plantulas,
observagdes essas coincidentes com aremocao do Ultimo
sombrite (dados ndo mostrados). De acordo com Pattnaik,
Sahoo & Chand (1996) e Ziv (1995), essas caracteristicas
sdo fundamentais para a sobrevivéncia das plantulas no
ambiente ex vitro e se ndo forem atendidas podem conduzir
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FIGURA 1 - Efeito dos diferentes meios de cultura sobre as plantulas formadas. A. Matéria Fresca; B. Matéria Seca.
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a degeneracdo metabdlica e morfoldgica. O periodo de 15
dias, para que as plantas passem para uma condic&o
autotrdfica, também é sugerido por Ziv (1995).

Aspectos da Anatomia foliar

A lamina foliar exibiu organiza¢do dorsiventral,
hipostomética, com peguena quantidade de tricomas
tectores em ambas as faces. Em secfes transversais, 0s
foliolos de plantul as propagadasin vitro apresentaram na
regido do ter¢co médio, epidermes adaxial e abaxial
uniestratificadas, sem variagdo na espessura (Tabelal) e
com paredes |evemente espessadas pela deposi¢do de uma
fina cuticula. Constatou-se a presenca de tricomas simples,
pluricelulares e com um nimero variavel de duas a quatro
células. Em vista frontal, as células epidérmicas
apresentaram paredes sinuosas, pouco espessadas, pela
deposicdo de cutina em ambas as faces.

Verificou-se, ao nivel do terco médio, que o mesofilo
é formado por um parénquima pali¢adico organizado em
um sO estrato na superficie adaxial, com poucos espagos
intercelulares, constituido por células alongadas. O
parénquima espon] 0so apresentou-se com 3 ou 4 estratos

voltados para a superficie abaxial, com células
arredondadas, que deixam entre S NUMErosos e pequenos
espagos intercelulares de dimensBes variaveis, sendo esse
parénquima dotado de maior espessura em relagdo ao
palicéadico.

Os estOmatos, distribuidos na face abaxial,
apresentaram densidade aproximada de 215,32/mm?. Nessa
condicdo de cultivo, suas dimensdes sdo varidvel's, sendo
menos €lipticos, com menor diferenca nos diametros polar
e equatorial (Tabela 2), produto de sua fase de diferenciagéo,
com predominancia de estdbmatos do tipo anisocitico.

As laminas foliares de plantulas aclimatizadas
exibiram, em corte transversal, a mesma organizacao das
plantulas propagadas in vitro. As epidermes adaxia e
abaxial apresentaram um arranjo simples, uniestratificado,
com variagdo ndo significativa em suas espessuras (Tabela
1). As paredes sdo mais espessas, com maior deposi¢éo de
cutina. Pegquena quantidade de tricomas simples, em ambas
as faces pode ser observado. Em sec¢do paradérmica,
observam-se células epidérmicas com paredes poligonais,
bem espessadas pela deposi¢éo de cutina, na face abaxial
e com parede sinuosa, na face adaxial. O mesofilo, ao longo

TABELA 1 — Espessura das epidermes adaxial e abaxia e do parénquima pali¢adico e esponjoso de foliolos de

barbatim&o cultivadosin vitro e apds aclimatizag&o.

Tratamentos Espessura média (um)
Ep. adaxial Ep. abaxial P. palicadico P. esponjoso
Cultivo in vitro 9,93aA 9,93aA 29,76aB 55,23bB
Ap6s aclimatizagdo 10,50aA 9,45aA 45,39aA 77,4bA

*Meédias seguidas pelas mesmas letras minasculas na linha e mailsculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scoott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 2 — Diametros polar e equatorial dos estdbmatos de foliolos de barbatim&o cultivados in vitro e apés

aclimatizag&o.
Tratamentos Diametros (um)
Polar (DP) Equatorial (DE)
Cultivo in vitro 18,57aA 15,98aA
Apbs aclimatizag@o 20,34aA 13,43bA

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na linha e maiUsculas nas colunas, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scoott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade.
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do terco médio da lamina foliar, apresenta-se do tipo
dorsiventral, com parénquima pali¢édico organizado em
um so estrato na superficie adaxial, constituido por células
mais alongadas quando comparadas com as pléantulas
propagadas in vitro. O parénquima esponjoso constitui-
se de cinco estratos na superficie abaxial, com células
arredondadas e reducéo nos espagos intercel ulares, sendo
esse mals espesso que o parénquima palicadico (tabelal).
Os estdbmatos sdo do tipo anisocitico e ocorrem em
densidade de 194,15/ mm? na epiderme abaxial, com maiores
didmetros polar e equatorial em relacéo a plantulas
propagadas in vitro (Tabela 2).

O estudo da anatomia foliar de S.adstringens
cultivado in vitro e apOs aclimatizac@o permitiu a
observacdo de diferengas no contorno e grau de
espessamento das paredes de células epidérmicas,
densidade e didmetro dos estdmatos e espessura dos
parénquimas pali¢adico e esponjoso, em funcéo do
processo de aclimatizacdo adotado. Em plantulas
aclimatizadas, observou-se auséncia de sinuosidade em
células epidérmicas da face adaxial, o que, segundo
Cassells e Walsh (1994) pode contribuir para tornar as
plantas mais susceptiveis a dessecacdo, comprometendo
0 estabel ecimento ex vitro, umavez que a sinuosidade da
parede é relatada como um fator importante na prevencéo
do colapso parietal, no caso de escassez de agua
(ALBARELLO et d., 2001). Entretanto, em barbatim&o, o
maior espessamento da parede em plantas aclimatizadas,
parece ter sido fundamental paratornar as plantulas mais
tolerantes a uma situacéo de estresse hidrico.

Osfoliolos de S. adstringens, cultivados in vitro,
apresentaram maior densidade estomética e estdmatos com
menores variages nos didmetros polar e equatorial, em
0posi¢ao ao de plantulas aclimatizadas. Esses resultados
diferem dagueles encontrados por Nicioli (2006), que ndo
observou diferenca significativa na densidade estomética
entre plantulas cultivadas in vitro e aclimatizadas, o que
foi atribuido a umatransicdo de caracteristicas anatdmicas.
Albarello et al. (2001) relatam que a alta densidade
estoméatica de plantas propagadas in vitro é uma

caracteristica anatbmica correlacionada a maior
suceptibilidade a dessecagdo, o que pode ser revertido
durante a aclimatizacdo. Ademais, estbmatos com
didmetros polar e equatorial semelhantes, sdo menos
elipticos g, portanto, segundo Johansson et al., (1992),
menos funcionais. Alta densidade estomatica e
estébmatos circulares sdo descritos para Rubus idaeus
L. (DONNELY E VIDAVER, 1984), Rosa sp.
(JOHANSSON et a., 1992) e Rollinia mucosa Baill.
(ALBARELLO €t al., 2001).

Uma caracteristica importante ao processo de
aclimatizacdo de S. adstringens foi a organizacdo do
mesofilo, com parénquima palicadico constituido por
células justapostas e a reducdo dos espagos
intercelulares no parénquima esponjoso, o que favoreceu
0 sucesso da fase de aclimatizac8o. Para Paittnak et al.
(1996), a auséncia dessa organizagdo representa uma
limitac&o ao processo de micropropagacdo. Em plantulas
propagadas in vitro e aclimatizadas, o parénquima
€sponjoso apresentou maior espessura, por causa da
presenca de um maior nimero de camadas de células.
Entretanto, € importante destacar que a menor diferenca
de espessura entre parénguima palicédico e esponjoso,
observado em pléntulas aclimatizadas reflete um maior
alongamento das células do parénquima palicadico, o que,
segundo Pattnaik et al., (1996) contribui para uma maior
eficiéncia do aparato fotossintético e a sobrevivéncia das
pléntulas no ambiente ex vitro.

Considerando-se esses resultados, 0 conhecimento
prévio dos aspectos relacionados a anatomia foliar de S,
adstringens torna promissora e vantajosa o cultivoin vitro
dessa espécie, garantindo material vegetal em grande escala
e com boas condic6es assépticas para estudos futuros,
que explorem suas potencialidades medicinais e
proporcionem alternativas para obtencéo de metabdlitos
secundarios in vitro.

CONCLUSOES

O armazenamento por um periodo de 12 meses, ndo
influenciou na viabilidade das sementes.
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As sementes de barbatimdo apresentaram alta
porcentagem de germinacao, independente do tipo de meio
de cultivo e da concentragdo de sais. Entretanto, maiores
acumulos de matéria fresca e seca foram observados em
plantulas cultivadas em meios MS e WPM compl etos.

As diferencas anatdmicas observadas no contorno
e grau de espessamento das paredes de células
epidérmicas, densidade e diametro dos estdmatos e
espessura dos parénquimas palicadico e esponjoso
refletem o sucesso do processo de aclimatizagéo adotado.
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RESUMO

Entre as diversas plantas medicinais encontradas na
Amazbnia destaca-se a Uncaria guianensis J. F. GMEL.,
popularmente conhecida por unha de gato. Suas propriedades
medicinais sdo atribuidas a efeitos imuno-estimulantes,
antiinflamatérios e inibidores do crescimento de células
cancerigenas. A espécie esta sendo ameacgada de extingdo
principalmente por causa das coletas indiscriminadas. Objetivou-
se, no trabalho, avaliar ainfluéncia de diferentes auxinas (Picloram,
ANA, 2,4-D e AIB) nainducdo e na cinética de crescimento de
calos de Uncaria guianensis. Segmentos foliares (1 cm?) de plantas
invivo ein vitro, apds desinfestados, foram cultivados em meio
MS, suplementado com varias concentracBes de auxinas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquemafatorial (4x4), sendo 4 reguladores de crescimento e 4
concentragdes de cada regulador (0, 0,5; 1,0e2,0mgL?). A
melhor resposta naindugéo de calos foi obtida com picloram na
concentragdo de 1,47 mg L obtida de acordo com a curva de
regressdo quadrética ajustada. O inicio da estabilizagio da curva
de crescimento de calos entre as diferentes auxinas foi
diferenciado, ou sgja, calos cultivados com picloram estabilizaram
0 crescimento aos 25 dias de cultivo e calos cultivados em meio
com 2,4-D, ANA e AIB estabilizaram aos 30 dias de cultivo.

Termos para indexagdo: Reguladores de crescimento, Cultura
detecido, Plantamedicinal.

ABSTRACT

Among several medicinal plants from the Amazon,
Uncaria guianensis J. F. GMEL. specie known as “Cat’s claw”
is considered prominent. Its medicinal properties are attributed
to inimunostimul ating effect, antinflammatories and cancerigenic
cells growth inhibitors. This speciesis considered as undangerous
dueto itsindiscriminate harvest. The objective of thiswork was
to evaluate the effect of different auxins (Picloram, NAA, 2,4-D
and IBA) on the induction and at the kinetic growth of Uncaria

guianensis callus. Leaf segments (1 cm?) harvested from plants
grown in vivo and in vitro were cultivated in MS medium
supplemented with different concentrations of auxins. The best
callus induction was obtained using 1.47 mgL* picloram according
with the adjusted square regression curve. Stabilization of the
initial callus growth curve was differentiated within the used
auxins. While callus cultivated with picloran stabilized growth
with 25 days of culture, callus cultivated in the presence of 2,4-
D, NAA and IBA stahilized growth with 30 days of culture.

Index terms. Growth regulators, tissue culture, medicina plant.

INTRODUCAO

Uncaria guianensis J. F. GMEL. destaca-se por sua
comprovada atividade antiinflamatéria e antioxidante. As
cascas do caule e folhas s8o comerciaizadas in natura e
apresentam alcal 6ides oxinddlicos, N-oxi-oxinddlicos e
inddlicos, triterpenos glucosilados, taninos e flavondides
(LAUS & KEPLINGER, 2003).

A comerciaizacdo em larga escala dessa espécie,
através de coleta natural da plantatorna-se inviavel, pelo
risco de extingéo, pois a mesma ocorre na floresta
amazonica, sendo coletada com 8 anos de idade (VILCHES,
1997).

Sistemas de cultura de calos e células vegetais
representam uma fonte potencial renovavel de valiosos
metabdlitos medicinais, flavorizantes, esséncias e corantes
gue ndo podem ser produzidos por células microbianas ou

(Recebido em 08 de dezembro de 2005 e aprovado em 20 de novembro de 2007)
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sintese quimica. Porém, atualmente poucas culturas
produzem esses compostos em quantidades Uteis
comercialmente (DORNEMBURG & KNORR, 1995).

Pesqguisas tém demonstrado sucesso na producéo
de metabdlicos secundarios em diferentes érgéos e
culturas ndo organizadas como calos e suspenséo de
células (SCHRIPSEMA & VERPOORTE, 1994; KARAM et
al., 2003; FURDEN et a., 2005; GYORGY et d., 2005).

Portanto, por causa da escassez de trabalhos com
aespécie Uncaria guianensis, ha necessidade de estudos
sobre indugdo de calos e estabelecimento da curva de
crescimento, visando estudos futuros na ativagdo de
moléculas secundériasin vitro.

Objetivou-se, aqui, verificar ainfluénciade
diferentes auxinas, sob diferentes concentragdes na
inducdo, manutencdo e cinética de crescimento de calos
de Uncaria guianensis, provenientes de segmentos
foliaresin vivo ein vitro.

MATERIAL E METODOS

Efeito de diferentes concentragdes e tipos de auxina na
inducao de calos, em explantesfoliares oriundos de plantas
in vivo
A espécie em estudo foi classificadacomo

Uncaria guianensis J. F. GMEL. e as exsicatas estdo
depositadas no herbéario do Parque Zoobotanico da
Universidade Federal do Acre, sob registro N° 15.640.

Segmentos foliares (1 cm?) foram retirados de mudas
obtidas através da germinacdo in vivo de sementes de
Uncaria guianensis, coletadas no municipio de Boca do
Acre-AM. As sementes foram col ocadas para germinar em
bandejas de isopor com substrato Plantmaxé‘y em casa de
vegetacdo.

As mudas foram pulverizadas com solugédo de
benomil (2 g L) e asfolhas foram imersas em hipoclorito
de sodio (1,25% de principio ativo), por 15 minutos e em
seguida lavadas com agua destilada esterilizada.

Das folhas desinfestadas foram retirados segmentos
foliares de 1 cm? e inoculadas em frascos de 300 mL, em
cémara de fluxo laminar contendo meio MS (MURASHIGE

& SKOOG, 1962), com 3% de sacarose solidificado com
0,6% de agar, onde posteriormente os frascos foram
mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25 +
1°C, densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos de 15 mmol m?se fotoperiodo de 16 horas.

Os tratamentos consi stiram de quatro auxinas (2,4-
D, Picloram, AIB e ANA) sob vérias concentraces (0,0;
05;1,0e2,0mgL?).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (4x4), sendo 4 reguladores
de crescimento e 4 concentragdes de cada regulador. A
parcela experimental foi constituida por cinco repeticoes,
sendo uma delas constituida de quatro frascos, com quatro
segmentos foliares cada.

Apos 50 dias de cultivo, avaliou-se a porcentagem
deinduc&o e matéria seca de calos.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia utilizando software Sisvar® (FERREIRA, 2000).
Concentragdes de Picloram na inducéo de calos oriundos
de explantesfoliaresin vitro

Sementes de unha de gato foram lavadas em agua
corrente, por 10 minutos e posteriormente desinfetadas
em camara de fluxo laminar com solugéo de hipoclorito de
sodio (1,25%), durante 15 minutos. Apos a desinfestacao,
as sementes foram lavadas quatro vezes com &gua destilada
e autoclavada para remocdo do excesso da solucdo
desinfetante. Os embrides foram excisados e inoculados
em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS,
solidificado com 6,0 g L-*de agar e 15 g L™ de sacarose. O
pH do meio foi gjustado em 5,7, antes da autoclavagem.
Ap0s a inoculagdo, os embrides foram mantidos em sala
de crescimento a temperatura de 25 + 1°C, densidade de
fluxo de f6tons fotossinteticamente ativos de 15 mmol m?
s'efotoperiodo de 16 horas.

Segmentos foliares (1 cm?) retirados de plantulas
com 45 dias, foram excisados e inoculados em frascos
contendo 15 mL de meio basico MS com 6 g L de &gar, 30
g L* desacarose, suplementado com 0,0; 0,5; 1,0e2,0 mg
L-* de picloram.
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Apés 50 dias de cultivo, avaliou-se a area dos
explantes coberta com calos atribuindo-se as notas 1, 2, 3,
4, correspondendo a 25, 50, 75 e 100% respectivamente da
area coberta e matérias fresca e seca.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (niveis de picloram) e
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de
quatro frascos, com quatro explantes/frasco. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia utilizando
software Sisvar® (FERREIRA, 2000).

Efeito de difer entes auxinas no crescimento cinético da
cultura de calosdeUncaria guianensis

Calos de 1cm? e matéria fresca média de 2,6 g
obtidos a partir de explantes foliares, cultivados em meio
MS, suplementado com diferentes auxinas (2,4-D, Picloram,
ANA e AIB), na concentracéo de 1,5 mg L foram
subcultivados quatro vezes, em intervalos de 30 dias.

Ap6s a quarta repicagem, estabel eceu-se a curva
de crescimento dos calos através da determinacdo da
matéria fresca e seca dos calos, respectivamente em
interval os de cinco dias, durante 40 dias.

O indice de crescimento dos calos foi estabelecido
através da seguinte relacdo:

_ Matériasecafina — Matériasecainicia
- Matériasecainicial

I.C

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial, constituido por 4
reguladores de crescimento e 8 interval os de avaliacéo (5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 dias).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando software Sisvar® (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes concentr acdes e tipos de auxina nainducéo de
calos em explantesfoliares oriundos de plantasin vivo

Houve efeito significativo dainteragdo auxinas e
concentragdes na porcentagem de inducéo e matéria seca
de calos (p<0,05).

Observou-se que ndo houve indugdo de calos em
meios de cultura sem auxinas, indicando aimportancia dos

reguladores de crescimento exégenos para inducdo da
divisdo celular e, conseqiientemente, a formagdo de calos
para essa espécie.

Houve a formagdo de calos em explantes de U.
guianensis, sob todas as auxinas testadas. As respostas
nainducgdo variaram conforme o tipo e concentracdo de
auxina no meio. As diferentes respostas na calogénese
em meios suplementados com as diferentes auxinas
demonstraram a importéncia desses reguladores na
induc&o e crescimento de calos. As melhores respostas
na porcentagem de indug&o foi obtida com a utilizagéo de
2,4-D e picloram no meio de cultura. O 2,4-D proporcionou
resposta linerar nainducéo de calos, ou sgja, a medida
gue aumentaram as concentragdes desse fitoregulador,
aumentou também a porcentagem de inducédo de calos.
Ja o picloram proporcionou resposta quadratica na
inducéo de calos, ou sgja a medida que aumentaram as
concentragdes de picloram aumentou a percentagem de
indugdo até a concentragdo de 1,2 mg L que
correspondeu ao ponto de maximo da curva (52% de
inducdo). As concentragdes superioresa 1,2 mg L de
picloram tenderam a reduzir significativamente a
porcentagem de inducdo de calos. Para as demais auxinas,
ndo houve efeito significativo na indugdo de calos,
embora tenha ocorrido peguena porcentagem de indugéo,
que variou de 0 a10% (Figura 1).

Em relacdo a matéria seca de calos observou-se
resposta semel hante a obtida na porcentagem de indugéo.
As melhores respostas na matéria seca de calos foi obtida
em meios com 2,4-D e picloram, sendo melhor resposta a
obtida na presenca de picloram. Maior matéria seca de
calosfoi obtidaem meio acrescido de picloram, sendo 1,1
mg L aconcentracdo que proporcionou maximo peso Seco
de cados (0,31 g). Concentraghes superioresal,1 mg L de
picloram reduziram significativamente a matéria secade
calos. 2,4-D também proporcionou significativa matéria
seca de calos, emborainferior ao picloram (Figural). Jaas
auxinas ANA e AlB proporcionaram os menores valores
de matéria seca de calos sendo o efeito dos niveis de
reguladores ndo significativos para essa variavel.
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Concentragdes de reguladores (mg L)

ssnmmnn Picloram Y= 252392 + 10,4555X — 1,0234X? R?= 0,82*

—- = 24-D  Y=46,4563 + 10,7835X R’= 0,95
— <+ — ANA  Y=545643+ 1,7845X R*=0,88
—— AIB Y=6,7797 + 2,3454X R?=0,91

Concentragdes de reguladores (mg L)

s=ush=ns Picloram Y=0,3079 + 2,5164X — 0,9129X? R?= 0,95

—'ms = 24D  Y=0,1011+ 0,0639X R?=0,91*
— —¢— - ANA Y=0,0652 + 0,0153X R?*=0,85
—— AIB Y=0,0586 + 0,0021X R?=0,88

FIGURA 1 — Percentagem de induc&o e matéria seca de calos induzidos a partir de explantes foliares oriundos de

plantasin vivo em fungdo de tipos e niveis de auxinas.
* Significativo ao nivel de 5%, pelo teste de F.

Segundo Stella (2002) as auxinas tém efeitos
biol 6gicos diferentes no explante, sendo ANA e AIB mais
efetivas nainducéo de raiz, enquanto 2,4-D e picloram mais
eficientes na indugdo de calos. Assim, a escolha do
fitoregulador ou da concentracdo dependera do tipo de
crescimento e do desenvolvimento requerido, do nivel
endogeno de auxina no explante, da capacidade do tecido
em sintetizar naturalmente a auxina e da interago entre
auxinas sintética e enddgena no tecido.

Os calos obtidos na presenca de auxinas variaram
em coloragdo e consisténcia (dados ndo apresentados).
Observou-se que 0 meio com picloram proporcionou a
formagao de calos com aspecto friavel, enquanto nos meios
com 2,4-D, ANA e AlB ocorreu aformag&o de calos com
aspecto compacto. Quanto a coloragéo, os calos oriundos
de meios com picloram tiveram a cor verde-clara. No meio
com 2,4-D os calos foram de cor verde-escuro; no meio
com ANA, os calos foram de cor creme e no meio com AIB
os calos foram de cor marrom.

Pesquisa de Mok e Mok (1977) relataram maior
porcentagem de indugdo e matéria seca de calos em
diferentes espécies e variedades de Phaseolus, onde
mel hores respostas foram obtidas na presenca de picloram
do que com 2,4-D no meio de cultivo. Isto evidenciaque as
respostas naindugdo e crescimento de calos, em diferentes
espécies, € funcdo do tipo e concentracéo de fitoregulador
utilizado no meio.

Thengane et al. (2003) obtiveram resultados
semelhantes ao do presente trabalho para a espécie
Nothapodytes foetida (Wight) Sleumer, onde eles
observaram que a adicdo de diferentes auxinas como ANA,
picloram e 2,4-D, no meio de cultura, influenciou
significativamente na porcentagem de indug&o, colorag@o
e consisténcia dos cal os evidenciando também que essas
respostas variam conforme o gendétipo, tipo e niveis de
fitoreguladores.

Em milheto foi observado aumento na porcentagem
de inducdo de calos com o aumento da concentracdo de
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picloram de 0,5 a3,0 mg L (efeito linear), proporcionando
porcentagens de indugdo que variaram de 64 a 96%
respectivamente (KAUR & KOTHARI, 2004). No presente
trabal ho, tanto a porcentagem de induc&o de calos quanto
amatéria seca de cal os foram reduzidas significativamente,
apos determinada concentragdo de picloram (1,2 mg L
para porcentagem de indugdo e 1,1 mg L para matéria
seca) - efeito quadratico - evidenciando também que a
inducdo e crescimento de calos depende, entre outros
fatores, do genétipo e do nivel de regulador. Outras
pesquisas como de Tang & Newton, 2005 relataram que,
para Pinus strobus L., meios com 2,4-D, ANA e AIA
proporcionaram maior crescimento de calos até a
concentracdo de 3 mg L™, sendo que a partir dessa
concentracdo a resposta foi decrescente.

Concentracdes de picloram nainduc¢éo de calos oriundos
de explantesfoliaresin vitro

Observou-se efeito significativo das doses de
picloram na percentagem da area foliar coberta com calos

120 4

Y = 25,2392 + 10,4555X — 1,0234X? R?= 0,82*
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Picloram (mg L-1)

(p<0,05). A elevagdo das doses de picloram no meio
proporcionou aumento da porcentagem da area coberta
com calos até a concentragdo de 1,47 mg L+
correspondente ao ponto de maximo da curva (efeito
quadrético). A partir dessa concentragéo houve tendéncia
de reducdo da porcentagem de inducdo de calos (Figura
2A). N&o houve formagao significativa de cal os na auséncia
de picloram, evidenciando que esse fitoregulador
proporciona maior atividade metabdlica nas células,
induzindo a proliferacéo de células cal osas.

Em relacdo a matéria fresca e seca de calos foi
obervado também efeito quadratico das doses de picloram
para essas variaveis. A matéria fresca teve incrementos
crescentes até a concentracédo de de 1,52 mg L (ponto de
maximo da curva). Ja a matéria seca obteve maior incremento
na concentragdo de 1,2 mg L* (Figura 2B).

Maiores incrementos de matéria seca foram obtidos
na concentracdo de 2,07 UM de picloram, conformeilustra
aTabela2.

Matéria seca (g)
Matéria seca (g)

00 T T T + 0,0

0,0 05 1,0 15 2,0

Picloram (mg L-1)

m Matériasecadecdos Y=0,1262 + 0,4398X — 0,1756X2 R2=0,79*
" Matériafrescadecdos Y=0,3187 + 2,4964X — 0,9056X2 R2=0,82*

FIGURA 2 - Percentagem da éreafoliar coberta com calos (A) e matéria seca de calos (B) de U. guianensis, Induzidos
em explantes foliares de plantasin vitro em func&o de concentractes de picloram.

* Significativo ao nivel de 5%, pelo teste de F.
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Com relagdo a coloragdo dos calos, observou-se
gue os calos obtidos nos tratamentos correspondentes as
diversas concentractes de picloram foram de cor verde-
claro e consisténciafriavel (dados ndo apresentados).

Calos com coloragao clara e aspecto friavel também
foi observado por Stella & Braga (2002), em Rudgea
jasminoides (Cham.) Mull. Arg. (Rubiaceae), onde os
explantes foliares foram cultivados em meio contendo 4
mg L de picloram, evidenciando que o picloram é eficiente
nainducdo de calos de muitas espécies.

Efeito de auxinas no crescimento cinético da cultura de
calosdeUncaria guianensis

O crescimento das células de Uncaria guianensis
em meio MS, suplementado com 1,5 mg L™ das auxinas 2,4-
D, picloram, ANA e AIB tenderam a desenvolver
crescimento sigméide (Figuras 3 e 4).

A auxina 2,4-D proporcionou entre os dias 0 € 5 pés
inoculacdo crescimento ascendente da cultura de células
de U. guianensis, evidenciando pequena fase lag. Maior
matéria seca de calos foi obtida préximo aos 30 dias apés a
inoculaggo dos explantes foliares, ocorrendo apos essa fase
tendéncia de reducdo de matéria seca (Figura 3A). A
estabilizac8o da curva de crescimento foi observada aos 30
dias pés-inoculacdo, demonstrando que, nessa fase, faz-se
necessaria a repicagem dos calos para novo meio de cultivo.

—— Matéria Seca2,4-D
- —.MatériaFresca2,4-D — 25

Matériaseca(g) .
o o o ©
Matériafresca(g) .

o o
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Observou-se que a matéria seca de calos, cultivados
em meio com picloram, entre o dia zero até o diacinco de
cultivo teve um crescimento lento (menor inclinagdo da
curva). Os calos, cultivados em meio com picloram,
tenderam aumamaior fase lag, demonstrando que as células
estavam em fase de preparacdo para a divisdo celular
(Figura 3 A). Apés 25 dias de cultivo observou-se a
estabilizag¢do da curva de crescimento de calos.

No entanto, no meio suplementado com AIB e ANA,
afase lag das matérias seca e fresca tenderam a ser mais
inclinada em relacéo as curvas para 2,4-D e picloram,
evidenciando que as células ja estavam em fase de maior
preparacdo para divisdo celular. Semelhante a resposta
obtida para o 2,4-D, observou-se que a curva de
crescimento de calos das auxinas AIB e ANA tenderam a
estabilizar-se proximo aos 30 dias de cultivo (Figura 4).

A curva de crescimento de calos varia em funcéo
da espécie e tipo de regulador de crescimento. Calos
induzidos a partir de explantes foliares de plantulasin vitro
tém tendéncia para desenvolver curva de crescimento
acelerada e com aspecto sigmaide. A identificacdo correta
do periodo de repicagem dos calos, de acordo com acurva
de crescimento, é importante para maximizar o processo de
multiplicacdo das células visto que, nafase de crescimento
(crescimento ascendente da curva), as células mantém alta
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FIGURA 3- Crescimento cinético de calos de Uncaria guianensis a partir da matéria fresca e seca cultivados em (A)

2,4-D e (B) Picloram, ambos na concentrag@o de 1,5 mg L2,
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FIGURA 4 - Crescimento cinético de calos de Uncaria guianensis a partir de matéria fresca e seca cultivados em (A)

AIB e (B) ANA, ambos na concentracdo de 1,5 mg L%

capacidade de divisdo. Ap6s o periodo de crescimento, as
células entram na fase estacionaria onde h4 um maior
ndmero de células com menor capacidade de diviséo celular,
e acédulaentraem estéagio de diferenciacéo celular.

A matériafresca é um indicador da friabilidade dos
calos. A matériafrescade calos, cultivados em meio com
picloram, foi superior em relagéo aos calos obtidos em meio
com 2,4-D, AIB e ANA (Figuras 3 e 4), evidenciando que
0s calos obtidos em meio com picloram foram mais friaveis
que calos cultivados com as demais auxinas.

Com relagéo ao indice de crescimento de calos foi
observado aumento gradual da massa de calos, em funcéo
das diferentes auxinas estudadas.

O indice de crescimento tendeu a um ganho rapido
da massa de calos até os 30 dias de cultivo, quando foram
utilizadas as auxinas ANA, AIB e 2,4-D. A partir desse
periodo, o indice de crescimento de calos nas diferentes
auxinas manteve-se estavel (Figuras). Préximo aos 30 dias
observou-se que o indice de crescimento de calos
cultivados em picloram manteve-se em 6,0, ocorrendo a
partir desse ponto estabilizacdo do indice de crescimento.
Porém para os reguladores ANA, 2,4-D e AIB afase de
estabilizac&o iniciou-se aos 30 dias com indice de
crescimento 6,5; 6,5, e 6,9 para ANA, 2,4-D e AIB,
respectivamente.

O ganho de massa de calos varia conforme a espécie
vegetal. Calos da espécie Nathapodytes foetida cultivados
com picloram desenvolveram aumento gradual da massa
de calos até 60 dias pos-inoculagdo (THENGANE et
al.,2003). Pesquisas com a espécie Salvia fruticosa tiveram
um ganho de massa até os 35 dias (KARAM et al., 2003).
Isso sugere diferentes estagios de repicagem para
manutengdo de calos ao utilizar-se diferentes auxinas.
Nesse trabalho com unha de gato, a utilizac&o de picloram
no meio de cultivo evidenciou que a repicagem dos calos
deve ser feita préximo aos 25 dias de cultivo. ParaAlB,
ANA e 2,4-D arepicagem deve ser feita aos 30 dias apés a
inoculagdo do explante secundario no meio de manutencao.

No meio suplementado com ANA, AIB e 2,4-D foi
observado maior ganho em menor periodo de tempo até os
15 dias, em relacdo aos calos cultivados em meio com
picloram. O crescimento de calos em meio com picloram
até afase estacionaria (25 dias de cultivo) foi de 7,22 vezes
maior do que o calo inicial. Ap6s esse periodo, até 40 dias
de cultivo, houve apenas um pegueno ganho de 0,5 vez,
evidenciando que ndo ha mais crescimento significativo
ap0s 25 dias de cultivo. Japaraas auxinas ANA, 2,4-D e
AIB até afase de estabilizagdo (30 dias), houve ganho de
8,24, 8,49 e 8,08 vezes, respectivamente em relagdo ao calo
inicial. Apds esse periodo, até 40 dias, houve também
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ganho ndo significativo de crescimento para ANA, 2,4-D e
AIB (0,36 vez). Assim, foi observado que para U.
Guianensis, a suplementagéo das auxinas picloram, 2,4-D,
AIB e ANA, no meio de cultura, ndo proporcionou
crescimento significativo de calos ap6s 30 dias de cultivo.

indice de crescimento de calos
O FRLP N WMOUGIO N O©

Periodo de cultivo (Dias)

AlIB Picloram
ANA 2,4-D
FIGURA 5— indice de crescimento de calos de Uncaria
guianensis para a matéria seca de calos (g) cultivados
nas seguintes auxinas: Picloram, AIB, 2,4-D e ANA na
concentracdo de 6,2 uM durante 40 dias de cultivo.

CONCLUSOES

Meios de cultura sem regul adores de crescimento
ndo induzem calos em Uncaria guianensis.

A melhor auxina paraindugdo e manutencéo de calo
friavel é o picloram.

A repicagem do calo utilizando picloram deve ser
feitaaos 25 dias e para as demais auxinas deve ser realizada
aos 30 dias apds ainoculagdo.
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RESUMO

A propagacdo vegetativa utilizando técnicas de cultura
de tecidos pode ser um valioso instrumento na producdo de mudas
de orquidea. Objetivou-se determinar a concentragdo de acido
giberélico e 0 nimero de plantulas por frasco, que proporcionem
melhor crescimento in vitro de plantulas da orquidea Cattleya
loddigesii Lindl. Plantulas provenientes de sementes germinadas
in vitro, com aproximadamente 1 cm de comprimento, foram
inocul adas em frascos com capacidade para 250cm? e contendo
50mL de meio de cultura Knudson C acrescido de GA, (0; 2,5; 5;
7,5; 10mg L), na densidade de 3, 6, 9 ou 12 plantulas por frasco.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento com irradiancia
em torno de 35imol m2s?, temperatura de 25+1°C e fotoperiodo
de 16 horas didrias. Ao fina de 90 dias, observou-se que os
melhores resultados para propagacdo in vitro de plantulas de
Cattleya loddigesii foram obtidos com a utilizag8o de 3 plantulas
por frasco. Para obteng&o de plantulas com maior comprimento,
€ necessaria a adigéo de 10,0 mg L™ de GA ao meio Knudson C.

Termos para indexacgdo: Orchidaceae, cultura de tecidos,
crescimentoin vitro.

ABSTRACT

Vegetative propagation using tissue culture techniques
may be considered a valuable tool for the production of orchid
plants. The objective of this work was to determine the best
gibberellic acid and the number of explants per flask that result in
the best in vitro growth of Cattleya loddigesii Lindl. seedlings. 3,
6, 9 or 12 seedlings obtained fromin vitro germinated seeds with
approximately 1cm in length were inoculated in flasks containing
Knudson C culture medium supplemented with different
concentrations (0; 2.5; 5; 7.5 and 10 mgL ) of GA, The seedlings
were maintained in a growth room with 35 imol m2st irradiance,

temperature of 25+1° C and 16h photoperiod. After 90 days of
culture, the best results were obtained with the use of 3 seedlings
per flask. Plants with higher length are obtained in the presence
of 10 mgL*GA,

Index terms: Orchidaceae, tissue culture, in vitro growth.
INTRODUCAO

O género Cattleya possui aproximadamente 48
espécies (MORALES, 2006), distribuidas por diversas
regiBes tropicais das Américas do Sul e Central, caracteriza-
se pelos pseudobul bos cilindricos, com alguns nés e folhas
apicais e carnudas. A inflorescéncia é, em geral, racemosa,
com 3 a6 flores, entre 8 a 11 cm de envergadura e com espata
na base. As flores sdo grandes e muito vistosas. Nao sdo
plantas parasitas, pois ndo se alimentam do hospedeiro,
apenas o utilizam parafins de fixagdo. So plantas epifitas
(raizes aéreas) de regibes elevadas e de matas com elevado
grau de umidade (MILLER & WARREN, 1996).

A exoética beleza das orquideas tropicais atraiu a
coleta predatdria entre os séculos XVI e XX (ALZUGARAY
& ALZUGARAY, 1993). A preocupagdo crescente com a
preservacdo do meio ambiente, associada ao emprego da
técnica de propagacdo in vitro, possibilita a expectativa
de que as coletas predatorias das orquideas sejam

(Recebido em 31 de maio de 2006 e aprovado em 20 de janeiro de 2008)
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minimizadas, permitindo-se assim a manutencéo das
populagdes naturais dessas plantas.

A propagacdo vegetativa utilizando técnicas de
cultura de tecidos pode ser um valioso instrumento na
multiplicacdo répida de mudas de orquidea, umavez que o
processo convencional ndo atende as necessidades
comerciais, por ser muito lento. Os fatores que mais
freqlientemente determinam o sucesso dessa técnica sio
aorigem do explante e 0 meio nutritivo onde sdo cultivados
(PASQUAL et al., 1997). O crescimento e o padréo de
desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de
tecidos sdo determinados por fatores como a composi¢ao
dos meios de cultivo e a suplementacdo de reguladores de
crescimento (CALDAS et al., 1998).

Para uma otimizacdo do processo de propagacéo,
uma alternativa viavel seria o uso de um volume adequado
de meio de cultivo e da dose certa de um horménio de
crescimento que atuasse no alongamento de plantulas de
orquidea. Nesse contexto, citam-se as giberelinas, e entre
elaso GA,, que é utilizado no alongamento das partes aéreas
e diversos efeitos que variam de acordo com cada espécie.
Em alguns casos, 0 GA, pode ndo apresentar efeito ou inibir
0 desenvolvimento (CALDAS, et al., 1998; EARLE &
LANGHANS, 1974; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;
PAIVA et d., 1997). Em plantas como macela (Egletes viscosa
(L.) Less), a concentracdo de 0,5 mg Lt proporcionou
satisfatorio crescimento dos explantes (DINIZ et ., 2003),
o0 que foi também observado por Corréaet a. (1991) e Luz et
al. (1994). Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA
(2001) com autilizacdo de 10 mg L de GA, em gloxinia
(Snningia speciosa Hiern.), registrando maior nimero de
folhas e maior nimero de brotos. Entretanto, a adicdo de
GA, a0 meio de cultura nd proporcionou incremento no
tamanho e no nimero de brotos novos em crisantemo
(Dendranthema grandiflorum(Ramat) Kitam.) (OLIVEIRA,
1994).

Nesse sentido objetivou-se neste trabal ho determinar
aconcentracgo de &cido giberélico e o nimero de plantulas,
por frasco, que proporcionassem melhor crescimento in
vitro, de plantulas de orquidea (Cattleya loddgesii) obtidas
apartir dagerminag&o in vitro das sementes.

MATERIAL E METODOS

Plantulas de Cattleya loddigesii, obtidas através de
germinacdo in vitro de sementes oriundas de
autofecundacdo, foram submetidas a uniformizacdo em meio
Knudson C (KNUDSON, 1946), durante trés meses. Apds
esse periodo, em cada frasco de 250 mL, contendo
aproximadamente 50 mL do mesmo meio Knudson C
acrescido de 0; 2,5; 5,0; 7,5 € 10,0 mg.L* de acido giberélico,
foram colocadas 3, 6, 9 ou 12 pléntulas, com aproximadamente
1 cm de comprimento, sob condi¢Bes assépticas em cdmara
de fluxo laminar. O meio teve seu pH gjustado para’5.8 + 0.1
e foi solidificado com 4% de agar antes do processo de
autoclavagem a 121°C, 1 atm, por 20 minutos.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas,
com intensidade luminosa de 35 pmol m2st. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x5, com quatro repeticoes
de um frasco cada. Decorridos 90 dias de cultivo, analisou-
se 0 numero de folhas, comprimento da maior raiz,
comprimento da parte aérea, massa fresca de raizes e parte
aérea, massa seca de raiz e parte aérea. Os dados foram
comparados por meio de regressao polinomial, utilizando
o programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variavel nimero de folhas apresentou
significancia apenas com o fator nimero de plantulas. Maior
ndmero de folhas (15,08) foi obtido com a utilizagdo de 3
plantulas/frasco (Tabela 1). Provavelmente, como resultado
do aumento da disponibilidade de nutrientes por plantula.
Embora a utilizagdo de 10 mg L* de GA,, promova aumento
no nimero de folhas e na atura de brotos de gloxinia
(SILVA, 2001), a auséncia do efeito de GA, sobre C.
loddgesii pode estar associado ao fato de que o GA, foi
esterilizado por autoclavagem, o que pode ter causado
uma diminuicdo na sua concentracdo, pois, segundo
Caldas et a (1990), algumas substancias orgéanicas, como
0 GA,, sdo degradadas pelo calor e precisam ser
esterilizadas em filtros especiais tipo Millipore.
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TABELA 1-Numero de folhas e massa fresca de raiz por plantula de Cattleya loddgesii, independente da concentrag@o

degiberelina
Numero de plantulas Namero defolhas Massa fresca deraiz (g)
3 15,08 a 0,1188 a
6 10,75b 0,0652 b
9 8,53 c 0,0487 b
12 782 d 0,0458 b

M édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade.

Houve significancia dainteragdo entre nimero de
plantulas e concentragdo de GA , quanto ao comprimento
médio da parte aérea. Os melhores resultados (1,09 cm)
foram observados com a utilizacdo de 10,0 mg L. N&o
houve efeito significativo para as concentragbes O e 2,5
mg L* (Figura 1). A adicéo de GA,, em diferentes
concentragBes ao meio Knudson C, influenciou o
desenvolvimento da parte aérea de maneira significativa,
com a utilizagdo de 3 plantulas por frasco, concordando
com resultados obtidos por Araldjo et al. (2005), que
trabalhando com orquidea (La€liocattleya x Cattleya
walkeriana), verificaram melhores respostas para altura
de plantulas em meio WPM com 10 mg L de GA,. Da
mesma forma, Moreira et al. (2005), obtiveram maior
alongamento de plantulas de Cattleya aclandiaelindl. com
autilizagdo de 1 mg L™ de GA, associado a0,5 mg L de
ANA. Por outro lado, Santana et al. (2005), verificaram
melhores resultados para alongamento das brotactes de
alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) e de gloxiniana
ausénciade GA, (SILVA, 2001).

Aparentemente, a adicdo de 10 mg L*de GA, aumenta
significativamente o comprimento da parte aérea somente
quando se utiliza 3 plantulas/frasco, provavelmente porgue,
sob ndmero reduzido de plantulas e maior concentracdo de
GA,, ha maior disponibilidade do regulador por plantula,
mesmo que parte dele seja degradado pela autoclavagem.

Para massa fresca como para massa seca de raiz,
ndo houve interacdo significativa. Houve significancia
apenas para os fatores isolados. Verificou-se maior massa
frescaderaiz (0,1188g), com a utilizago de 3 plantulas/
frasco (Tabela 1), independente da concentragéo de GA,.

1,25 4
1.15 4
1.05 4
0.95 ~
0.85 A
0,75 ~
0.65 A
0,55 ~
045
0.35 A

0.25 T T T )

¥ 5mgL-i= 1,175 -0,076x R2=0,83

¥7,5mg L= 0,74 - 0,0187%+0,00112?R?=0,99

T 10mgL-'= 17625 -0,2652% + 0,01252R%=0,99

Comprimento da parte aérea (cim)

Numero de plantulas
+5Smgl-! mM75mgl- AlOmglL-!

FIGURA 1 — Comprimento médio da parte aérea de
plantulas de C. loddigesii em diferentes concentragctes
de GA,, quando sdo utilizadas 3, 6, 9 e 12 plantulas/frasco.

O melhor resultado para a massa fresca deraiz (0,200 g)
e para messa seca (0,019) € obtido na auséncia de GA,. O
aumento nas concentragdes de giberelina estabel ece tendéncia
de redugéo namassa fresca e secaderaiz (Figura 2A e 2B).

Segundo Mitra & Bose (1991), existem respostas
diferentes entre espécies e variedades da mesma espécie
quanto a utilizacdo de reguladores de crescimento.

Tanto para massa fresca quanto para massa seca da
parte aérea houve significancia apenas para o fator nimero
de plantulas. Observou-se maior massa fresca (0,1919g) e
seca (0,072g) com a utilizacdo de 3 plantulag/frasco (Tabela
2), independente do uso ou ndo de GA,. De formasimilar,
Aradjo et al. (2005), testando GA, em orquidea
Laeliocattleya x Cattleya walkeriana, e Silva (2001) em
gloxinia, verificaram melhores resultados para producéo de
massa fresca de plantulas, na auséncia desse regulador de
crescimento.
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TABELA 2 - Massa fresca e seca de parte aérea por plantula de orquidea C. loddigesii, com diferentes nimeros de
plantulas por frasco, independente da concentracéo de giberelina

Nuamer o de plantulas

M assa fresca de parte aérea (g)

M assa seca de parte aérea (g)

3 0,191 a 0,072 a
6 0,170b 0,047 b
9 0,167 c 0,031c
12 0,159d 0,030c

M édias seguidas de mesmaletrando diferem entre si, significativamente, pelo teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Melhores resultados para propagacéo in vitro de
plantulas de Cattleya loddigesii sdo obtidos com a
utilizacdo de 3 pléntulas por frasco. Para obtencéo de
plantulas com maior comprimento é necessaria a adicdo de
10,0mg L ** de GA, a0 meio Knudson C.
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RESUMO

Objetivou-se no presente trabalho avaiar os tipos de
explante e volumes de meio na micropropagacdo de Melissa
officinalisL.. Tréstipos de explantes: segmento apical, segmento
nodal de origem mediana e segmento nodal de origem basal e
quatro volumes de meio MS: 10, 20, 30 e 40 ml foram avaliados.
Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, sendo o primeiro composto por 7 repeticdes e 4
tubos por repeticdo e o segundo com 5 repeticdes com 5 frascos.
Apos 30 dias foram avaliados no primeiro e no segundo
experimento o nimero médio de brotos, nimero médio denés e
comprimento médio do maior broto e no segundo também o
nuimero meédio de raizes principais e taxa de sobrevivéncia. Para
0 tipo de explante observou-se que 0s segmentos nodais obtidos
das posi¢des mediana e basal produziram um maior nimero de
brotos e 0 segmento apical produziu brotos com maior nimero
de nds e maior comprimento. Com relagéo ao volume de meio
constatou-se que houve influéncia significativa no nimero de nés
e 0 comprimento da maior brotacao.

Termos paraindexagdo: Planta medicinal, cultura de tecidos,
micropropagacdo, Melissa officinalis.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate explant type
and medium volume onin vitro propagation the Melissa officinalis
L.. Three explant types: apical segment, nodal segment of medium
origin and noda segment of basal origin and four volumes of MS
medium: 10, 20, 30 and 40 mL were evaluated. Two experiments
were performed on a completely randomized design, with the
first composed by 7 replicates and 4 tubes per replicate and the
second with 5 replicates and 5 flasks. After 30 days, average
shoot number, average nodal number and average length of the
higher shoot were evaluated on the first and second experiments;
for the second experiment, average number of main roots and
survival rate were also evaluated. For the type of explant, it was
observed that basal and medium nodal segments produced a higher

number of shoots and the apical segment, shoots with higher
length and node number. Medium volume showed a significant
influence on node number and length of the highest shoot.

Index terms: Medicina plant, tissue culture, micropropagation.

INTRODUCAO

Melissa officinalis L. conhecida popularmente
como erva cidreira, € uma planta de origem mediterrénicae
asiética, dafamilia Lamiaceae, arbustiva podendo atingir
de 20 a 80 cm de altura. As folhas so verde-intenso na
parte superior e verde-claro na parte inferior. As flores,
gquando surgem, sdo brancas ou amareladas, podendo se
tornar rosadas com o passar do tempo (MARTINS et al.
1998).

Acredita-se que a melissa apresenta inameras
propriedades medicinais. € usada para diminuir gases e
colicas, estimula a transpiragdo, é calmante, sedativa,
digestiva, age contraainsdnia, enxaqueca, tensdo nervosa,
ansiedade e agjuda nos casos de traumatismo emocional
(MARTINS et al. 1998).

Na micropropagacdo de uma espécie, 0 primeiro
passo é o estabelecimento in vitro de plantas, o que se
inicia com a selecdo dos explantes mais adequados.
Verificando a regeneracdo in vitro de maracujaamarelo
(Passiflora edulis Sims) Crespo et al. (2003) estudou trés
tipos de explantes (basal, mediano e apical) e observou
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que o explante apical produziu maior nimero de brotos, de
nds, nimero de folhas, maior atura de brotos e maior
ndmero deraizes.

Murashige (1977), afirmou gque quanto menor o
explante, menor a quantidade de meio a ser utilizado. Para
apices caulinares de batata-doce e batata, 4 ml de meio
liquido é suficiente para a diferenciacdo e crescimento
inicial, entretanto, em culturas estabelecidas, a taxa de
crescimento € diretamente proporcional a quantidade de
meio.

Carvaho et al. (1995), estudando a influéncia de
fatores fisicos no desenvolvimento e crescimento in vitro
de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Poir.), verificaram
que 10 ml de meio de cultura por frasco com quatro
explantes, proporcionou maior formagdo de gemas em
relacéo aos volumes de 20 e 30 ml. A quantidade de meio e
o tipo de recipiente utilizados sdo variaveis que tém
merecido pouca atencdo. Grattapaglia & Machado (1998)
afirmam que essas variaveis afetam diretamente a area
superficial da interface meio-atmosfera, o volume de ar
sobre 0 meio e a profundidade do meio. No cultivoin vitro
de plantas diversos explantes podem ser utilizados,
devendo ser estudado esse fator para cada espécie.

Assim, objetivo-se, no presente trabalho, verificar
ainfluénciado volume de meio e do tipo de explante, na
micropropagacéo de Melissa officinalisL.

MATERIAL E METODOS

Experimento |: Tipos de explante

O experimento foi congtituido de trés tratamentos:
segmento apical, segmento nodal proveniente de regido
mediana e segmento nodal proveniente de regi&o basal, com
aproximadamente 1 cm de comprimento cada. Os segmentos
utilizados foram obtidos de plantulas pré-estabelecidas a
partir de germinacdo de sementes in vitro, sendo eles
inoculados verticalmente em tubos de ensaio de 25 x 150
mm, contendo 12 ml de meio MS por tubo. Os tubos
contendo os explantes foram mantidos em sala de
crescimento a uma temperatura de 26 + 1°C e um fotoperiodo de
16 horas, sob umaintensidade luminosa de 25 pmol m2 s?.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado (DIC), sendo cada tratamento composto por 7
repeticdes e 4 tubos por repeticdo, totalizando 28 tubos
por parcela.

A avaliacéo foi realizada 30 dias apds ainoculagéo
dos explantes, sendo avaliado nimero médio de brotos,
nUmero médio de nés e comprimento médio do maior broto.

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o
software SISVAR (FERREIRA, 2000).

Experimento I1: Volumes de meio

Segmentos nodais obtidos da regido mediana de
plantulas de melissa pré-estabelecidas a partir de
germinagdo de sementes in vitro, foram utilizados como
fonte de explantes. Foram inocul ados verticalmente cinco
explantes, de aproximadamente 1 cm de comprimento, por
frasco. Cada frasco possuia um volume interno de 300ml,
onde foram adicionados os diferentes volumes de meio:
10,20, 30 e40ml.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), semi-sdlido com 6% de agar e autoclavado
em autoclave horizontal a uma temperatura de 120°C + 1°C
e pressao de latm por 20 minutos.

Os frascos contendo os explantes foram mantidos
em sala de crescimento a uma temperatura de 26 + 1°C,
fotoperiodo de 16 horas, sob umaintensidade luminosa de
25 pmol m2s?,

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado (DIC), sendo cada tratamento composto por 5
repeticdes e 5 frascos por repeticao.

A avaliagdo foi realizada 30 dias apds ainoculagéo
dos explantes, sendo avaliado niimero médio de brotos,
nuimero médio de nds, comprimento médio do maior broto,
numero médio de raizes principais e a taxa de sobrevivéncia.

A andlise dos dados foi redlizada utilizando-se o
software SISVAR (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento |: Tipos de explante

Os diferentes tipos de explante influenciaram
significativamente nas variaveis analisadas (p<0,05).
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Para a variavel nimero médio de brotos, os
segmentos nodais provenientes das regides mediana e
basal produziram melhores resultados (1,85 e 1,89 brotos,
respectivamente) sendo que no segmento apical houve
menor producédo de brotos (1,07 brotos), conforme observa-
senaFiguralA.

Com relagdo ao nimero de nds, 0 segmento apical
produziu pléntulas com um maior nimero (4,62 nés por
plantula), j& para os segmentos nodais provenientes das
regides mediana e basal 0 nimero de nés foi menor (3,14 e
2,74 no6s por plantula, respectivamente) como se pode
observar naFiguralB.

Assim, pode-se inferir que 0 menor nimero de
brotos foi produzido pelo segmento apical em razéo do
balango hormonal entre auxinas e citocininas, que induz a
forte dominéncia apical, onde houve aformagdo, em média,
de aproximadamente um broto por planta. JA no segmento
nodal, tanto da regido mediana quanto basal da planta,
havia a presencga de duas gemas laterais, consequentemente
produzindo em média, aproximadamente, dois novos brotos
por planta.

Taiz & Zeiger (2004) afirmam gue o0 segmento apical
possui um balanco hormonal que induz forte dominancia
apical na formagdo da planta. 1sso explica o fato desse
explante apresentar maior nimero médio de segmentos

25+
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nodais por brotagdo, demonstrando a compensacdo na
distribuicéo da biomassa produzida, em conseqliéncia de
as plantas originadas desse segmento nodal apresentarem
menor nimero de brotagdes.

A partir destes resultados p6de-se calcular o
estande final de plantulas obtidas apds 180 dias de cultivo
(6 subcultivos em interval os de 30 dias). Considerando-se
um segmento apical como explante inicial devido a
produgdo de um maior nimero de nos (4,62 nds) (Figura 3)
e considerando as razdes de multiplicagdo dos segmentos
mediano (3,14 nés) e basal (2,74 nos), pode-se obter, ao
longo de 180 dias, 1574 plantulas.

Resultados semelhantes foram observados para a
variavel comprimento do maior broto, onde um maior
comprimento foi obtido de segmentos apicais, produzindo
pléntulas que apresentaram em média 9,1 cm. Ja para os
segmentos nodais obtidos da regido mediana e basal os
comprimentos foram menores, ou sgja, em média 4,46 e
3,22 cm, respectivamente (Figura 2).

Segundo Torres et al. (1998), gemas apicais
normal mente apresentam maior capacidade de crescimento
do que gemas axilares, em razdo do efeito da dominancia
apical. Entretanto € freqliente a opgdo pelo uso de gemas
axilares, em fungéo de ocorrerem em maior nimero por
planta-matriz.
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FIGURA 1 - (A) Nimero médio de brotos e (B) niimero médio de n6s de Melissa officinalis em fungéo do tipo de
explante apds 30 dias de cultivo. * As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Scott & Knott,

ao nivel de 5% de probabilidade.
As barras indicam o desvio-padr&o de cada tratamento.
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FIGURA 2 - Comprimento médio do maior broto de Mdlissa officinalis em funcéo da posicéo do explante retirado na
plantula. * As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Scott & Knott, ao nivel de 5% de

probabilidade.
As barras indicam o desvio-padréo de cada tratamento.

Resultados semel hantes ao presente trabalho foram
observados por Nicoloso & Erig (2002) estudando o efeito
do tipo de segmento nodal e tamanho do recipiente, no
crescimento de plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Petersen (ginseng brasileiro) in vitro, observaram que
segmentos apicais produziram menor nimero de brotos,
mas com um maior nimero de nds e que segmentos basais
proporcionaram maior nimero de brotos e plantulas com
maior comprimento.

Ja Sousa & Miranda (2002), estudando o efeito do
tipo de explante e darelagdo AIB/BAP na micropropagagéo
de Catharanthus roseus G. Don, obtiveram resultados
diferentes para a varidvel nimero de brotos, onde o
segmento apical produziu um maior nimero de brotos, em
relacdo ao segmento nodal.

De acordo com PIERIK (1990) e Grattapaglia &
Machado (1990), sGo comuns os efeitos da posi¢cdo dos
explantes sobre a multiplicagéo in vitro. O uso de
segmentos de origem basal e apica pode causar uma fonte
de variacdo narespostafina e, dessaforma, provocar erros
na estimativa da multiplicag&o. 1sso confirma os resultados

desse trabalho e salienta aimportancia de se trabalhar com
material vegetal homogéneo para maior precisdo na
estimativa do estande de pléntulas a ser obtido no processo
de multiplicagdo in vitro.

Experimento |1: Diferentesvolumes

O volume de meio influenciou significativamente
as variavels niumero de nés e comprimento do maior broto,
sendo o efeito linear mais adequado para explicar os
resultados (p<0,05). J4 para as variaveis nimero de brotos,
ndmero de raizes principais e taxa de sobrevivéncia, nos
diferentes volumes de meio, eles ndo tiveram influéncia
significativa.

Para as variaveis nimero de nés e comprimento do
maior broto observou-se que a medida que aumenta o
volume do meio de cultura ha um aumento das duas
variaveis. (Figura 3).

Para o comprimento médio do maior broto observou-
se que até o volume de 40 ml foram obtidos brotos com
maior comprimento (7,57 cm) e no volume de 10 ml verificou-
se pléantulas com 2,54 cm, sendo 0 menor comprimento por
broto obtido (Figura 1).
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Para o comprimento médio do maior broto observou-
se que até o volume de 40 ml foram obtidos brotos com
maior comprimento (7,57 cm) e no volume de 10 ml verificou-
se plantulas com 2,54 cm, sendo 0 menor comprimento por
broto obtido (Figura 1).

O maior volume de meio nos frascos pode ter
promovido uma melhor disponibilidade de nutrientes para
as plantulas levando a um maior comprimento e niimero de
nos, além de apresentarem maior vigor, coloracdo verde e
altataxa de sobrevivéncia (88%) apesar de ndo significativo
para essa variavel (Figura 4). Nesse sentido um menor
volume de meio pode ter agravado a competicdo entre
plantulas, levando aredugdo do crescimento.
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Resultados semelhantes foram observados por
REIS et a. (2004), onde os autores estudaram os tamanhos
e posicBes de explantes e volumes de meio de cultivo na
multiplicac8o de ipeca (Psychotria ipecacuanha Stokes),
sendo testados 0s volumes de 10, 20, 30 e 40 ml de meio, na
qual foram obtidos melhores resultados com os volumes
de30e40 ml.

Pereira, et a. (2006), estudando a proliferacéo in
vitro de brotos de curaua (Ananas erectifolius L. B. Sm.),
utilizando diferentes volumes de meio (10, 15, 20, 25 e 30
ml) observou que houve um aumento do ndmero de brotos
de curaud a medida que se aumentava o volume de meio.
JaRodrigues et al. (2005) verificaram maior proliferagdo de

Comprimento médio do maior broto (cm)

10 20

30 40

Volumes de meio (ml)

----- #-----  NUmero médio de nés

Y=0,8760 + 0,4124X R*=84,55% "

—— Comprimento médio do maior broto (cm) Y=1,0310 + 1,5274X R?*=90,77%*
FIGURA 3—Numero médio de nés por plantae comprimento médio do maior broto de Melissa officinalis cultivadas em

diferentes volumes de meio MS ap6s 30 dias de cultivo.
* Significativo ao nivel de 5%, pelo Testede F.

Ik

FIGURA 4—Volumes de meio no crescimentoin vitro, de segmentos nodais de Melissa officinalis, apos 30 dias de cultivo.
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brotos de Cattleya persivaliana (Rchb.f.) O’brien, em
frascos contendo 50 ml de meio, quando comparados com
aquelesde 25, 75 e 100 ml.

Assim, infere-se que o rendimento esperado do
cultivo in vitro, em se tratando do volume de meio de
cultura, serd em funcgéo do programa de desenvolvimento
de cada espécie vegetal.

CONCLUSAO

O volume de meio de cultura influencia no
crescimento in vitro de melissa, sendo que a medida que
aumenta o volume de meio ha tendéncia de aumento do
ndmero de nds e comprimento do maior broto.

A posicdo do segmento caulinar influencia na
micropropagacdo de melissa.
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RESUMO

Objetivou-se, com este trabaho obter um protocolo de
propagacaoin vitrodeRudgea viburnoides(Cham.) Benth., utilizando
segmentos nodais. Para a indugdo de brotagdes multiplas, foram
inoculados segmentos nodais com 1,0 cm de comprimento em meio
MS ou WPM, suplementados com niveis de 0,0; 8,88; 17,76 € 26,64
UM de BAP, mantidos em sala de crescimento e avaliados aos 60
dias apds a inoculagdo. Pelos resultados obtidos, infere-se que o
meio mais adequado para ainducdo de multibrotactes foi 0 meio
WPM, adicionado de 26,64 UM de BAP, que foi superior nas
variaveis avaliadas e qualidade de brotos. O meio WPM, sem
regulador de crescimento, permite obter, em média, um broto axilar
maior que 1,0 cm. A indug&o de enraizamento dos brotos obtidos
foi estudadaem meio MS/2 e WPM adicionados de 0,0; 2,46; 4,92
€9,84 UM de AIB. O meio WPM, suplementado com 2,46 uM de
AIB, foi superior ao induzir um maior nimero de raizes.

Termos para indexagéo: Propagagdo in vitro, cultura de tecidos,
plantamedicinal.

ABSTRACT

The objective of this work was to study the in vitro
propagation of Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. using nodal
segments as explants. For the induction of multiple shoots, nodal
segments with 1.0 cm length were inoculated in MS or WPM
media supplemented with 0.0; 8.88; 17.76 and 26.64 uM BAP,
maintained in a growth room and evaluated 60 days after inoculation.
The results obtained showed that WPM supplemented with 26.64
UM BAP was the most adequate medium for the induction of
multiple shoots which was superior in all variables evaluated and
shoot quality. The use of WPM media without growth regulator
alowsthe obtainment, in average, aaxillary’s shoot length higher
than 1.0 cm. Rooting induction on shoots was observed in MS/2
and WPM media supplemented with 0.0; 2.46; 4.92 and 9.84 uM
IBA. WPM medium supplemented with 2.46 uM IBA was
superior on inducing higher number of roots.

Index terms: In vitro propagation, tissue culture, medicinal plant.

INTRODUCAO

Rudgea viburnoides (Cham.) Benth, pertencente a
familia Rubiaceae, planta considerada medicinal
principalmente em virtude das suas propriedades anti-
reuméaticas. E uma espécie nativa do cerrado que vem
sofrendo com o extrativismo e com a reducdo do seu
habitat, em consequiéncia da expansdo agricola.

Uma das alternativas para a preservagao de
espéci es ameacadas de extingdo € a utilizacdo da cultura
de tecidos, principa mente naforma da propagacéo clonal
in vitro, por meio da organogénese diretamente a partir do
explante. A micropropagacao tem sido usada com sucesso,
ndo sb para plantas que normalmente se reproduzem
vegetativamente como também para outras espécies onde
esse tipo de reproducdo é dificil, possibilitando a
multiplicag&o répida e em periodo de tempo e espago fisico
reduzidos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

O uso de reguladores de crescimento nas diferentes
fases do processo pode ser considerado como essencial
para a realizacdo dos trabalhos. De acordo com Franca
(2001), a presenca de reguladores de crescimento no meio
de cultura propiciou amplo avanco das técnicas que
constituem a biotecnologia atual. O uso de citocinina é
muito favoravel nafase de multiplicagdoin vitro, sendo o
tipo e a concentragdo os principais fatores que influenciam
no processo (SOUZA et al., 2003).

(Recebido em 29 de maio de 2007 e aprovado em 11 de fevereiro de 2008)
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Bertolucci (2000), ao estudar a micropropagacéo
deTournefortia cf paniculata Cham. (marmelinho), utilizou
segmentos nodais e comparou 0s meios basico MS
completo e diluido pela metade dos sais macro e
micronutrientes e 0 meio WPM, verificando a superioridade
do meio WPM. Ao estudar o meio suplementado com 0,0;
2,22; e 4,44 uM de BAP, obteve melhores resultados em
termos de muiltiplas brotagBes, com a suplementag@o com
4,44 UM de BAP. Observou também a formagao de raizes
com bom crescimento e desenvolvimento de brotagdes em
meio WPM, sem a necessidade de utilizago de reguladores
de crescimento.

Lisowska & Kisokinska (2000) estudaram a
propagacdo in vitro de Catalpa ovata G. Don
(Bignoniaceae), planta lenhosa do leste da Asia, a partir
de explantes nodais e gemas apicais, bem como de calos
derivados de cotilédones. Para a proliferacdo de brotos a
partir de brotos apicais e segmentos nodais, foram
utilizados meios basais de SH e WPM suplementados com
BAP (2,22 a22,2 uM) isolados ou em combinagdo com AlA
(0,6uM). O enraizamento de brotos com, no minimo, 5 mm
de comprimento, foi obtido em meio MS sem regulador de
crescimento.

Assim, como ndo existem estudos sobre
multiplicagdo in vitro de Rudgea viburnoides, objetivou-
se agui estudar a propagacdo in vitro dessa espécie, por
meio de segmentos nodais assepticamente obtidos de
embriBes zigdticos germinadosin vitro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). A exsicata da
espécie esta depositada no herbério ESAL sob registro n°
15.300.

Foram utilizadas sementes de popul agdes naturais
do municipio de Itumirim, naregido Sul de Minas Gerais,
gue foram inicialmente lavadas em &gua corrente por 10
minutos e desinfetadas com & cool 70%, por um minuto, e
em seguida, em solucdo de hipoclorito de sodio a 2%, por

quinze minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas
em cémara de fluxo laminar por quatro vezes, em agua
destilada e autoclavada.

Embrides imaturos, no estagio torpedo, foram
excisados na camara de fluxo laminar horizontal e
inoculados diretamente em tubos de ensaio de 25 x 150
mm. O meio utilizado foi o MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), solidificado com &gar a 0,6% e pH gjustado em 5,7 £
0,1, sendo os embriBes cultivados em cémara de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas de luz sob
intensidade luminosa de 25 pmol m2s?, atemperatura de
26 + 1 °C e umidade relativado ar de 70 £ 5%.

Efeito do BAP, adicionado aos meiosMS e WPM,
sobre a inducéo de brotagdes multiplas em segmentos
nodais de Rudgea viburnoides.

Segmentos nodais, com aproximadamente 10 mm
de comprimento, contendo 2 gemas axilares foram
inoculados verticalmente em tubos de ensaio de 25 x 150
mm. Os explantes foram cultivados em sala de crescimento
em fotoperiodo de 16 horas, sob umaintensidade luminosa
de 25 pmol m? s?, a uma temperatura de 26 + 1 °C e umidade
relativado ar de 70 = 5%. A avaliacdo foi realizada aos 60
dias ap6s a inoculacdo considerando-se as seguintes
variaveis. comprimento de brotos (CB) peso de matéria
seca de brotos (PMSB) e nimero total de brotagSes (NTB).

O experimento foi conduzido utilizando-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com
seis repeticdes, sendo cada repeticao constituida por cinco
tubos. Os tratamentos foram dispostos num esguema
fatorial 4 x 2, sendo constituidos por 4 concentracdes de
BAP (0,0; 8,88; 17,76 e 26,64 uM), combinadas 2 meios de
cultura(MSe WPM) (LLOYD & MCCOWN, 1981).

Efeito do AIB, adicionado aos meios MS/2 e WPM,
sobre aindug&o de enraizamento em brotacdes de Rudgea
viburnoides

Foram utilizados como explantes segmentos nodais
com aproximadamente 10 mm de comprimento, contendo 2
gemeas axilares, oriundos de pléantulas cultivadas em meio
WPM, isento de regulador, inoculados em tubos de ensaio
de 25 x 150 mm. Os explantes foram cultivados em salade
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crescimento em fotoperiodo de 16 horas, sob uma
intensidade luminosa de 25 umol m? s, a umatemperatura
de 26+ 1°C. A avaliacdo foi efetuada aos 60 dias apds a
inoculagdo considerando-se as seguintes variaveis: nimero
de raizes (NR), tamanho de raiz (TR) e comprimento de
brotos (CB).

Para os dados obtidos nos dois experimentos, as
variadveis foram submetidas a andlise de variancia de
acordo com model o sugerido por STEEL et al. (1997) para
0s experimentos fatoriais. Quando houve efeito
significativo dos tratamentos, aplicou-se o teste F para
comparar os dois meios de cultura, tanto isoladamente
como em cada concentrac@o de BAP, utilizando-se aandlise
de regressdo para avaliar 0 comportamento das variaveis
analisadas em funcéo das concentracdes de BAP.

O segundo experimento foi conduzido utilizando-
se 0 delineamento experimental inteiramente casualizado,
com seis repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida por
cinco tubos. Os tratamentos foram dispostos num esquema
fatorial 4 x 2, sendo constituidos por concentractes de
AIB de0; 2,46; 4,92 e 9,84 uM, combinadas com 0s meios
de culturaMS/2 e WPM (LLOYD & MCCOWN, 1981).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-
se 0 programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do BAP, adicionado aos meiosMS e WPM,
sobre a inducdo de brotages em segmentos nodais de
Rudgea viburnoides.

Houve efeito significativo dainteracdo entre meios
de cultura e concentracBes de reguladores (p<0,05) parao
comprimento das brotages.

O meio de cultura e o regulador de crescimento
influenciaram significativamente o comprimento das
brotacBes. Assim, verificou-se a superioridade do meio
WPM em todos os niveis de BAP, com relagéo ao tamanho
de brotagéo (Tabela 1).

Tanto no meio MS quanto no meio WPM a presenca
de BAP favoreceu significativamente o comprimento das
brotacdes, evidenciando que a presenca desse
fitoregulador foi importante no processo de
micropropagacdo da espécie em estudo (Tabela 1).

Os dados alcancados nesse trabalho com relagdo
a0 tamanho de brotacdo nos meios basicos completos,
concordam com os obtidos por Parra & Amo-Marco (1998)
que, ao compararem a formulagéo de macronutrientes dos
meios MS, MS/2, MS com metade da concentracdo de
NH,NO, e WPM, verificaram que o maior comprimento
das brotacdes de segmentos nodais de Myrtus communis
L. foi obtido em meio WPM.

Quanto a andlise de regressdo (Figura 1), verifica-
se que, com o0 meio MS, o efeito dos niveis crescentes de
BAP foi linear sobre o tamanho de brotagbes, ao passo
gue, dentro do meio WPM, o efeito foi do tipo senoidal.
No presente trabalho, 0 maior tamanho de brotos foi obtido
em meio WPM, suplementado com 26,64 uM de BAP. Em
Echinodorus cf. scaber Ratgj, o niUmero de brotagdes e
folhas aumentou com niveis de BAP, porém o tamanho de

TABELA 1 - Vaores médios parao comprimento de brotagces (cm) de Rudgea viburnoides, em fungdo de meios de

cultura e niveis de BAP:.

BAP
(UM)
Meios 0,0 8,88 17,76 26,64
MS 1,47 bB 2,00 bA 1,95 bA 2,38 bA
WPM 2,21aC 378 aA 3,01 aB 3,95aA

IMédias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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brotactes e de raizes diminuiu, sendo que o tratamento
mais eficiente foi com 1,0 mg L2 de BAP.

=2,270458 + 0,331893x + 0,876289sen (x)

Y,s=1,550833 + 0,133333x
R2=86,45%

CoOrRrREPNN®W®WAN
cwmouwnwowmowmowm

Comprimento do broto (cm)

0,0 8,88 17,76 26,64

Concentracoes de BAP (uUM)

FIGURA 1 — Comprimento de brotacdo de Rudgea
viburnoides em meio MS e WPM, em funcado das
concentracdes de BAP.

Com relagdo avaridvel peso de matéria seca de brotos,
verificou-se que os efeitos do meio e do regulador foram
significativos, sendo que 0 meio bésico WPM proporcionou
resultado maior do que o meio MS, contrastando com os
resultados observados por Bertulucci (2000), que ndo
observou diferenca no peso de matéria seca de brotagtes ao
comparar os meiosMS, MS/2 e WPM, aos 45 dias (Tabela 2).

Verificou-se que os niveis crescentes de BAP
tiveram um efeito linear positivo sobre peso de matéria
seca de brotos (Figura 2), permitindo-se inferir que se espera
um aumento médio de 0,0060 g, para cada incremento de
uma unidade que se aumentar na concentracdo de BAP.

Forni & Pasqual (1996) também verificaram o efeito
linear do BAP sobre 0 peso de matéria seca de parte aérea
de café, nas concentragdes de 0,0 a 39,96 uM. Nesse
estudo, a concentracdo de BAP mais eficiente para essas
variaveisfoi ade 26,64 UM.

Paraavaridvel nimero total de brotagdes, verificou-
se a superioridade do meio WPM, com aproximadamente
52% mais brotos do que o meio M S (3,62 brotos contra
2,39). Resultados semelhantes foram obtidos por COELHO
(1999) com sucupira-branca, que também, verificou a
superioridade do meio WPM (Tabela 2).

Verifica-se que os niveis crescentes de BAP tiveram
um efeito quadratico significativo sobre os brotos totais <
1,0 cm (Figura 3) e um efeito ndo-significativo para o ndmero

0,040, Y =0,000087 +0,006033 X
0035{ R=9999%
0,030
0,025

30,020
0,015 -
0,010
0,005 -

0,0 8,88

Concentragdes de BAP (UM)

M atéria seca de brotos (g)

17,76 26,64

FIGURA 2 - Efeito de niveis crescentes de BAP sobre a
matéria seca de brotos em Rudgea viburnoides.

1 Y=0.944167 + 2,043415 X - 0,198958 X?
R? =98,57 %

NUmero de brotaces totais

17,76 26,64

0,0 8,88

Concentracoes de BAP (UM)
FIGURA 3 — Efeito da concentracdo de BAP sobre o

numero de brotagBes totais < 1,0 cm em segmentos nodais
de Rudgea viburnoides.

TABELA 2 — Valores médios de peso de matéria seca de brotos (PMSB) e nlimero total de brotagcdes (NTB) em
segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos aos diferentes meios de cultura.

Meios basicos PM SB (g) NTB
MS 0,014 b 2,39b
WPM 0,023 a 362a

1M édias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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de brotostotais> 1,0 cm. O nimero méximo de brotos < 1,0
cm (6,22 brotos) foi obtido na dose de 26,64 UM de BAP;
portanto, a proliferacdo de brotos foi proporcional a
concentracéo de BAP utilizada.

Efeito do Al B, adicionado aos meiosM S2 e WPM, sobre a

inducéo de enraizamento de brota¢des de Rudgea
viburnoides.

Observou-se que houve ndo efeito significativo da
interacdo meios de cultivo e niveis de AIB, ho nimero de
raizes (p<0,05).

Os resultados médios de nimero de raizes indicam
que houve diferenca significativa entre os meios e que o
meio WPM superou 0 meio MS/2, nos tratamentos sem
regulador e com 2,46 UM de AIB (Tabela 3).

Constatou-se que as concentragBes de AIB utilizadas
nao influenciaram no ndimero de raizes, evidenciando que,
possivel mente, seriam necessarias maiores concentraces
desse regulador para o enraizamento (Tabela 3).

Quanto a ocorréncia de enraizamento em meio
WPM, sem regulador, ha concordancia com o relato de
Bertolucci (2000), que obteve enraizamento de Tournefortia
cf paniculataem meio WPM, e discorda com o verificado
por SANTOS (2001), que s obteve enraizamento de Salix
humbol dtiana Willd. em meio WPM, com regulador (AIB)
e carvéo ativado.

O AIB nadose de 2,46 pM induziu a formagao do
maior nimero de raizes e com maior freqiiéncia de inducéo
de enraizamento (65,2%) no meio WPM (2,18 contra 0,45
raiz/explante no meio MS/2). Maiores concentracdes
passaram ater um efeito inibitério sobre essa variavel.

O nimero de raizes no meio MS/2 tendeu a aumentar
a0 se elevar os niveis de AIB, embora esse efeito ndo tenha
sido significativo. No meio WPM, o maior ndmero de raizes
foi obtido com AIB naconcentracdo de 2,46 pM. A partir
dessa concentragdo, houve um decréscimo do nimero de
raizes até adose de 9,84 UM (Tabela 3). SANTOS (2001)
verificou efeito inibitério do AIB, somente em
concentragdes acimade 14,76 UM, ao trabalhar com Salix
humboldtiana em meio WPM, enquanto CARVALHO et
a. (2005) verificaram aumento no nimero de raizes por
explante ao adicionar-se AIB sob concentragdes maiores
a0 meio de cultivo.

Com relagdo a variavel tamanho de raiz verificou-se
gue 0s meios e os niveis de AIB ndo afetaram essavariavel,
contudo as médias do meio WPM foram ligeiramente
maiores (0,69 cm contra 0,51cm no meio MS). De acordo
com Grattapaglia & Machado (1990), durante a fase de
enraizamento in vitro, uma toxidez de auxina pela alta
concentracdo ou pelo longo periodo de exposicdo dos
brotos ap meio indutor, poderia se manifestar somente na
fase de alongamento das raizes, em que elas ndo
continuariam seu crescimento.

Para avariavel tamanho de broto, observou-se que
para os dois meios, houve diferenca significativa na
auséncia de regulador, sendo o meio WPM superior ao
meio MS/2 (2,41 contra 1,56 cm). Com relagdo as doses de
AIB, conclui-se que os niveis crescentes do regulador
tiveram comportamento diferenciado sobre o tamanho de
broto, nos dois meios. No meio MS/2, essas concentraces
tiveram um efeito linear ligeiramente positivo, mas néo

TABELA 3— Médias dainteracdo Meio x AIB, para nimero de raizes (NR) em segmentos nodai s de Rudgea viburnoides,

submetidos a varios niveis de AIB*.

AIB (M)
Meios 0,0 2,46 4,92 9,84
MS/2 (21,42041bA  (23,0) 0,45 bA (51,8) 0,85 aA (38,5) 1,04 aA
WPM (480) 1,818A  (652) 2,18 aA (38,5) 1,07 aA (40,7) 1,04 aBA

IMédias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre s pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

2NUmeros entre parénteses referem-se a porcentagem de indugdo de enraizamento.
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significativo. No meio WPM (Figura4), essas mesmas doses
tiveram um efeito linear negativo e o tamanho de brotacéo
teve uma reducdo, conforme o incremento dos niveis de
AIB. De acordo com Pereira et al. (2000), o menor
crescimento da parte aérea € uma resposta tipica dos
explantes cultivados em meio suplementado com AIB.

Y =2,287667 - 0,491619 X
05 R?=28454%

0,0 +

Comprimento de brotos (cm)

0,0 246 4,92 7,38 9,84

Concentragdes de AIB (M)

FIGURA 4 — Efeito da concentragdo de AIB sobre o
comprimento de brotos de Rudgea viburnoides, em meio
WPM.

CONCLUSOES

O meio WPM proporciona um maior tamanho de
brotagdes e niimero de brotos, em relagéio ao meio MS.

A presenca de BAP, sob vérios niveis, tanto no
meio MS quanto no meio WPM, proporciona maior matéria
seca e nimero de brotos.

A concentraggo de 26,64 UM de AIB em meio WPM
proporciona 0 maior nimero e tamanho de brotos, em
relagdo ao meio MS.

O maior nimero de raizes é obtido em meio WPM
suplementado com 2,46 UM de AlB.
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RESUMO

O cultivo in vitro, sob condigdes adequadas de luz e de
concentragdo de sacarose, pode influenciar no crescimento dos
explantes, fazendo com que o processo de micropropagacdo sgja
mais econdmico e se obtenham mudas de melhor qualidade.
Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar diferentes
qualidades de luz e concentragBes de sacarose adicionadas ao
meio de cultura Wood Plant Médium (WPM), na micropropagagao
deCattleya loddigesii Lndl.‘Tipo’, possibilitando umaotimizacdo
no processo de producdoin vitro. Plantulas oriundas de sementes
produzidas por autofecundag&o e germinadas in vitro, com 1,0
¢m de comprimento e contendo raizes foram inoculadas em frascos
contendo 60 mL de meio WPM acrescido de concentracfes de
sacarose (0, 20, 40 e 60 g L) e adicionados de carvéo ativado (2
gL?), solidificado com égar (6 g L) e pH gjustado para 5,8 antes
daautoclavagem a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos. Os frascos
(5 pléntulas/frasco) foram mantidos em diferentes ambientes de
cultivo (CV: casa de vegetacdo; CVA: casa de vegetacdo com
sombrite azul; CVV: casa de vegetagdo com sombrite vermel ho;
SC: sala de crescimento; SCA: sala de crescimento com sombrite
azul; SCV: sala de crescimento com sombrite vermelho).
Decorridos 90 dias, verificou-se o melhor crescimento in vitro
em meio WPM com 15 g L* de sacarose e cultivo em sala de
crescimento convencional. Maior enraizamento e massa secade
plantulas foram verificados em meio com 45 g L* de sacarose,
independente do ambiente de cultivo. Para crescimento de raizes
recomenda-se cultivo sob sombrite vermelho, em sala de
crescimento.

Termos para indexacgdo: Cattleya, micropropagacéo,
Orchidaceae.

ABSTRACT

In vitro culture under adequate conditions of light and
sucrose concentration may influence explant growth, which results
in a more economic micropropagation process with the

production of high quality plants. The objective of this work
was to evaluate the different light quality and sucrose
concentrations supplemented to the WPM medium on the
micropropagation of Cattleya loddigesii ‘Tipo’ in order to
optimize itsin vitro propagation. Seedlings obtained from seeds
produced through self pollination and germinatedin vitro, showing
1.0 cm length and roots were inoculated in flasks containing 60
mL WPM medium supplemented with different concentrations
(0, 20, 40 and 60 gL %) of sucrose, 2 gL *activated charcoal, 6 gL-
Tagar and pH adjusted to 5.8 prior autoclaving at 121° C during
20 minutes. The flasks (containing 5 seedlings) were maintained
on the following culture environments: greenhouse (CV);
greenhouse with a blue shading net (CVA); greenhouse with ared
shading net (CVV), growth room (SC); growth room with ablue
shading net (SCA) and growth room with a red shading net (SCV).
After 90 days, it was observed that the best in vitro devel opment
was obtained on WPM medium supplemented with 15 gL
sucrose under the environment of a normal growth room (SC).
Higher rooting and seedling dry matter were observed in medium
supplemented with 45 gL sucrose, regardless of the culture
environment. For root growth it is recommended seedling
cultivation on a growth room under ared shading net.

Index terms: Cattleya, micropropagation, Orchidaceae.

INTRODUCAO

Poucos estudos tém sido realizados buscando
compreender o efeito da qualidade de luz no crescimento e
no desenvolvimento dos tecidos de plantas cultivadas in
vitro. Entretanto, esses estudos tém demonstrado que a
qualidade da luz pode dterar a concentracdo de carboidrato
€ hormdnios dentro da planta (ALMEIDA & MUNDSTOCK,
2001; ERIG & SCHUCH, 2005).

(Recebido em 13 de abril de 2007 e aprovado em 10 de marc¢o de 2008)
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A qudlidade daluz utilizada nas salas de crescimento
€ de suma importancia na morfogénese in vitro. Dignart
(2006), testando o efeito de sombrites coloridos (vermelho
e azul) sobre frascos contendo plantulas de Cattleya
walkeriana Gardner cultivados em casa de vegetagdo (CV)
e sala de crescimento (SC), verificou que CV com sombrite
azul resultou em maior ndimero de brotos.

O excesso de sacarose pode ser prejudicia, poisinibe
a sintese de clorofila e, portanto, reduz a capacidade
fotossintética das culturas, mesmo sendo essencial ao
crescimento (YAMADA & SATO, 1978). Foi observado
aumento na taxa de fotossintese, em subculturas sucessivas,
quando a concentragdo de sacarose foi reduzida de 20 ou 40
gLtparal0gL?*(PASQUAL, 2001). Emborao agclcar ndo
sgja 0 componente de maior custo no preparo do meio de
cultura, a reducéo da sua concentragdo pode ser
economicamente favoravel, especialmente por causa daauma
menor propensdo de crescimento de fungos e bactérias
(PRAKASH et d., 2004).

Dignart (2006) obteve resultados similares para
numero de folhas, nimero de brotagdes e comprimento de
parte aérea, em Cattleya walkeriana Lndl., testando as
concentracdes de 15 e 30 g L* de sacarose. Faria et d.
(2004), estudando o crescimento e enraizamento in vitro
de pléntulas de Dendrobium nobile, sob diversas
concentracBes de sacarose no meio MS com metade da
concentragdo de macronutrientes, verificaram maior
crescimento em altura (4,21+0,91 cm) e altas taxas de
multiplicacdo (1:4), com 60 g L de sacarose.

Com o objetivo de otimizar o processo de
micropropagacdo de Cattleya loddigesii Lndl. ‘Tipo’
avaliaram-se diferentes qualidades de luz e concentracdes
de sacarose adicionadas ao meio de cultura WPM.

MATERIAL E METODOS

Plantulas de orquidea Cattleya loddigesii ‘Tipo’,
oriundas de sementes produzidas por autofecundacéo e
germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento e com raizes, foram inoculadas em frascos de
vidro (5 plantulas/frasco) com capacidade para 250 cm?,
contendo 60 mL de meio WPM-Wood Plant Medium

(LLOYD & McCOWN, 1980), acrescido de sacarose (0, 20,
40e60gL1), carvao ativado (2g L), &gar (6g L) epH
gjustado para5,7+0,1 antes da autoclavagem, a121°C e 1,5
atm, por 20 minutos.

Apdbs um ensaio prévio, determinou-se 0 melhor
meio para essa espécie como sendo o WPM. Apds a
inoculagdo, os frascos foram vedados com tampas plésticas
trandl(cidas e filme plastico e, em seguida, transferidos
para diferentes condi¢des de incubacéo (CV: casa de
vegetacdo; CVA: casa de vegetacdo sob sombrite de malha
azul; CVV: casa de vegetacdo com sombrite de maha
vermelha;, SC: sala de crescimento; SCA: sala de
crescimento com sombrite de malha azul; SCV: sala de
crescimento com sombrite de malha vermelha).

O material foi colocado diretamente sobre as
bancadas em casa de vegetacdo com temperatura média
de 29,8 C e sob malhas fotoconversoras. As malhas
coloridas utilizadas foram fornecidas pela empresa Polysac
Plastic Industries®. Utilizou-se a malha ChromatiNet
Vermelha 50%, que reduz ondas azuis, verdes e amarelas e
acrescenta ondas na faixa espectral do vermelho e
vermelho-distante. Outro tratamento foi com a malha
ChromatiNet Azul 50%, gque reduz ondas na faixa do
vermelho e vermelho distante e acrescenta ondas azuis.

Foram cultivadas também plantulas em frascos
mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas
de luz, temperatura de 25+2°C e radiacéo de 5,52 W mr2s? (LI-
200SA; Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), para servirem como
tratamento controle. Em sala de crescimento, foram testadas
também as coberturas coloridas CromatiNet vermelha e azul.

A intensidade daradiac8o (Tabela 1) foi mensurada
por meio de sensores de radiacdo, acoplados aum sistema
deregistro (L1 1400; Licor. Neb).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x6, com cinco
repeticoes e cada repeticdo constituidade 5 plantulas. Os
dados foram comparados pelo programa Sisvar (Ferreira,
2000). O experimento foi avaliado apds 90 dias dainstalacéo,
considerando-se: nimero de folhas e nimero de brotos
por explante, comprimento de parte aérea (cm), nimero de
raizes por explante, comprimento de raizes (cm) e massa
secatotal de plantulas (g).
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TABELA 1 - Radiacdo média (W m2s?) observada nos microambientes em casa de vegetacdo e sala de crescimento.

Ambiente Radiacéo Ambiente Radiacéo
cv 13,07 SC 5,52
CvvVv 9,60 SCV 5,40
CVA 13,07 SCA 6,68

CV:casa de vegetacdo; CVV:casade vegetagdo com sombrite vermelho; CV A:casa de vegetagdo com sombrite azul;
SC:sala de crescimento; SCV:saa de crescimento com sombrite vermelho e SCA:sala de crescimento com sombrite azul.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interago significativa da concentracéo de
sacarose adicionada ao meio de cultura e as diferentes
quaidades de luz, para as caracteristicas comprimento de parte
aérea e comprimento de raizes. O nimero de folhas e de brotos
apresentaram significancia para ambos os fatores estudados.
Para nimero de raizes e massa seca de pléantulas houve
efeito significativo apenas entre os niveis de sacarose.

Analisando-se a Figura 1A, apds derivacdo da
equacdo, verifica-se que houve melhores respostas (7,97)
para ndmero de folhas, quando foram utilizados 15 g L-*de
sacarose. Na auséncia de sacarose, observaram-se 7,77
folhas por explante. Porém, a omissao total da sacarose no
meio ndo é recomendada, pois ndo ha fornecimento de
outra fonte de carboidrato para os explantes.

O cultivo em sala de crescimento (SC) e o realizado
em sala de crescimento com sombrite vermelho (SCV)
proporcionaram melhores resultados para essa variavel,
apresentando 8,74 e 8,31 folhas, respectivamente. O uso
de sombrite azul em SC promoveu resultados inferiores,
porém semelhantes aqueles observados em casa de
vegetacdo com e sem sombrites coloridos (Tabela 2).

De modo geral, aluz azul impede o alongamento
do peciolo, porém aumenta a area da |lamina foliar.
Resultados semelhantes foram obtidos por Dignart (2006),
em Cattleya walkeriana. Esse autor (2006) observou que
0 nimero de folhas em sala de crescimento foi maior que
em casa de vegetacdo e que as malhas coloridas ndo
resultaram em diferencas significativas para essa varidvel.

Melhores resultados para 0 nimero de brotos
(2,04) foram obtidos com a adi¢éo de 15 g L * de sacarose
(Figura 1B).

O cultivo em sala de crescimento, independente da
utilizacdo de malhas coloridas, proporcionou maior nimero
de brotos (Tabela 2). Esses resultados concordam com
aqueles observados por Dignart (2006), para Cattleya
walkeriana.

Dignart (2006), nao observou diferencas
significativas entre as concentracdo de sacarose
adicionada ao meio para nimero de brotos em C.
walkeriana, contudo, quando esse carboidrato foi omitido
do meio, abrotagdo foi prejudicada.

O maior comprimento da parte aérea (3,0 cm) foi
verificado com, aproximadamente, 15 g L de sacarose
(Figura 2) e cultivo sob condi¢Bes de sala de crescimento
(SC). O cultivo em sala de crescimento sob malhavermelha
(SCV) também foi significativo (2,25 cm), combinado com
27 g L™ de sacarose, mas com resultados inferiores ao
cultivo em sala de crescimento (SC). De modo geral,
comprimentos de onda mais longos, principalmente naluz
vermelha, promovem acentuado a ongamento nas células,
enquanto que as luzes azul e branca previnem o
aongamento.

Dignart (2006), registrou 0os mesmos resultados,
trabalhando com orquidea Cattleya walkeriana,
constatando que 15 g L de sacarose foi a concentracéo
que resultou no maior comprimento de parte aérea. Fréguas
et a. (2004) reportaram que um meio de cultura contendo
20 g L™ de sacarose foi eficiente no crescimentoin vitro de
plantulas de Cattleya labiata x Laelia itambana. Ao
contrério, Oliveira et al. (2003) obtiveram melhores
respostas para altura de parte aérea em plantulas de
Oncidiumvaricosum Lndl., com a utilizagdo de 60 g L-* de
sacarose.
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FIGURA 1-A) Numero defolhase B) NUmero de brotosem plantulasde C. loddigesii cultivadas em meio WPM, com

diferentes concentracdes de sacarose.

TABELA 2-Numero defolhas (NF) e de brotos (NB) em plantulas de Cattleya loddigesii Tipo’ cultivadasem meio

WPM, sob diferentes qualidades de luz.

Tratamento NF NB
Casa de vegetacdo (CV) 6,72b 154b
Casa de vegetacdo com sombrite azul (CVA) 6,61b 1,33b
Casa de vegetacdo com sombrite vermelho (CVV) 6,91b 157b
Sala de crescimento (SC) 8,74a 1,90a
Sala de crescimento com sombrite azul (SCA) 7,09 b 167a
Sala de crescimento com sombrite vermelho (SCV) 83la 18la

* M édias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Scott & Knott, a

5% de probabilidade.
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FIGURA 2 — Comprimento da parte aéreaem pléantulas
de Cattleya loddigesii cultivadas em meio WPM e
mantidas sob diferentes ambientes e concentracdes de
sacarose.

Para a condicao de incubacfo, os resultados diferem
daqueles encontrados por Dignart (2006), que obteve maior
comprimento de parte aérea no cultivo de Cattleya
walkeriana, em sala de crescimento, sob telas azul e
vermelha (2,65 e 2,45, respectivamente).

Radman et al. (2001) constataram maior taxa de
crescimento de Gypsophila no tratamento com menor
intensidade luminosa e explicam que 0 maior crescimento
dos brotos pode ser resultado do processo de estiolamento
induzido pela luminosidade deficiente nas salas de
crescimento, ocasionando maior crescimento dos entrends
com caules mais finos.

Maior nimero de raizes (2,87 raizes) foi registrado com
aadicdo de 45 g L de sacarose ao meio de cultura (Figura 3).
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37 . 60 g L™ de sacarose, com 2,43 cm de comprimento (Figura
‘ . .
25 1 . 4). Os demais tratamentos proporcionaram respostas
T 5 inferiores.
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FIGURA 3-Numero deraizes em plantulas de Cattleya
loddigesii cultivadas em meio WPM, com diferentes
concentragdes de sacarose.

Os resultados obtidos mostram que o
desenvolvimento radicular dessa espécie esta diretamente
relacionado a concentracdo de sacarose no meio de cultura
e estéo de acordo com os encontrados por Chong & Pua
(1985) e Shibli et a. (1992), que observaram a hecessidade
de fornecimento de alta concentracdo de sacarose para a
emissdo de raizes em varias espécies.

Resultados similares foram obtidos por Dignart
(2006), que também observou que o nimero de raizes
foi menor para as menores concentragdes de sacarose
no meio de cultivo in vitro de orquideas (Cattleya),
porém, asacarose ndo influenciou no comprimento das
mesmas. Oliveira et al. (2003) registraram melhores
respostas para nimero de raizes em plantulas de
Oncidium varicosum, com a utilizacdo de 60 g L* de
sacarose.

No presente trabalho, o fator qualidade de luz ndo
teve influéncia sobre o nimero de raizes. Dignart (2006)
observou respostas similares em todos os tratamentos,
exceto sala de crescimento sob sombrite azul, com média
inferior (2,71 raizes) no cultivo in vitro de Cattleya
walkeriana.

Para o comprimento de raizes, melhores resultados
(2,52 cm) foram obtidos com a utilizago de45g L1 de
sacarose e cultivo sob sala de crescimento com malha
vermelha, seguido do cultivo em sala de crescimento com

0 10 20 30 40 50 60
Sacarose (g L'l)

——— salade crescimento — = - casade vegetacdo

—a— salade crescimento sala de crescimento

FIGURA 4 — Comprimento de raizes em pléantulas de
Cattleya loddigesii cultivadas em meio WPM, sob
diferentes qualidades de luz e concentragdes de sacarose.

Esses resultados foram contrérios aos observados
por Dignart (2006), que néo verificou diferencas
significativas entre os tratamentos de quaidade de luz para
essa variavel e também registrou que a sacarose ndo
influenciou o comprimento das raizes. Faria et a. (2004)
observaram que o acréscimo de sacarose no meio de cultura
ndo influenciou o enraizamento in vitro, em Dendrobium
nobile.

Melhor crescimento do sistema radicular de
pléntulas de Bletilla striata Rchb. f. (Orchidaceae) foi
obtido com 30 g L"* de sacarose no meio de cultura (CHO
& AHN, 2000). Os mesmos autores também verificaram
gue ndo houve desenvolvimento do sistemaradicular na
auséncia de sacarose, evidenciando a essencialidade dessa
fonte de carbono no meio de cultura para orquideas.
Oliveiraet al. (2003) registraram melhores respostas para
comprimento da maior raiz em plantulas de Oncidium
varicosum, com a utilizacdo de 60 g L* de sacarose.

Segundo Dignart (2006), pléntulas de orquideas
s80, por sua prépria constituicdo, de fécil enraizamento,
nao necessitando de uma fase especifica na
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micropropagacao, Como ocorre para a maioria das espécies
cultivadas por meio dessa técnica.

A maior massa seca de plantulas (0,034 g) foi obtida
com a adicdo de 45 g L de sacarose no meio de cultura
WPM (Figura5).

0,04 4
0,035 -
0,03 1
0,025 -
0,02
0,015 ¢
0,01
0,005
0 w \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60

y =0,0162+ 0,0008x-9.10-6¢ R =0,89

M assa seca de plantulas (g)

Sacarose (g L'l)

FIGURA 5 — Massa seca de plantulas de Cattleya
loddigesii cultivadas em meio WPM, com diferentes
concentracdes de sacarose.

A reducdo de sacarose tem sido testada em diversas
pesquisas como forma de melhorar a capacidade
fotossintética dos tecidos cultivados in vitro e reduzir
perdas atribuidas a contaminagdo microbiana. No entanto,
diversos autores sdo contrarios a idéia de reducdo de
sacarose durante a micropropagacéo e afirmam que os
mecanismos pelos quais a concentracdo de carboidrato
influencia na aclimatizacéo ndo sdo muito claros. Portanto,
manter os niveis de sacarose em torno de 2%-3% na fase
gue antecede a aclimatizacdo é recomendavel, pois, desse
modo, a planta acumularia reservas de energia para
sobreviver melhor ao ambiente (CAPELLADES et al., 1990;
WAINWRIGHT & SCRACE, 1989).

Neste trabalho, melhores resultados para parte aérea
de plantulas (nimero de folhas, nUmero de brotos e
comprimento de parte aérea) foram obtidos em sala de
crescimento, com a utilizagdo de 15 g L de sacarose. O
sistemaradicular e a massa seca de plantulas foram mais
responsivos em meio com 45 g L de sacarose, e o cultivo
em SCV proporcionamaior comprimento de raizes.

CONCLUSOES

Melhor crescimento in vitro, em plantulas de
Cattleya loddigesii “Tipo’, sdo obtidos com a utilizagdo
de 15 g L de sacarose e cultivo em sala de crescimento
convencional. Maiores enraizamento e massa seca de
plantulas sdo obtidos com a adicéo de 45 g L de sacarose
no meio, independente do ambiente de cultivo. Para o
crescimento de raizes recomenda-se cultivo sob sombrite
vermelho, em sala de crescimento.
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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho determinar o tipo de explante
e 0 tipo e a concentragdo de citocinina que favorega a organogénese
in vitro, de framboeseira Rubus idaeus L. cv. Batum. O meio
utilizado foi MS, acrescido de 5,4uM de ANA, variando as
concentragdes das citocininas TDZ e 2iP. Os explantes utilizados
foram folhas jovens e peciolo, esses incubados em frascos
contendo 30mL de meio. Ap6s ainoculagéo, os explantes foram
submetidos ao escuro, sob temperatura de 25 + 2°C durante 7
dias, sendo posteriormente transferidos para condi¢des normais
de sala de crescimento. A avaliagdo foi realizada aos 75 dias,
quanto ao numero de brotacdes/explante, porcentagem de calos e
porcentagem de explantes regenerados. Os resultados permitem
concluir que o tipo de explante utilizado n&o teve influéncia
significativa para a organogénesein vitro de framboesa cv. Batum
e que TDZ é a citocinina mais eficiente na indu¢do do maior
ndmero médio de brotagGes e maior porcentagem de explantes
regenerados.

Termos para indexagdo: tipos de explantes, regeneraco de
brotos, cultura de tecidos.

ABSTRACT

The objective for this research was to determine theideal
explant, type and concentration of cytokinin that promotes in
vitro organogenesis of raspberry var. Batum. The culture medium
used was M'S, supplemented with 5.4uM NAA in combination
with different concentrations of the cytokinins TDZ and 2iP.
Y oung leaves and petiole inoculated in flasks containing 30mL of
medium were used as explants. After theinoculation, the explants
were maintained in the dark under temperature of 25+2° C for 7

days and then transferred to normal conditions of the growth
room. Number of shoots/explant, percentage of callus and
percentage of explant regeneration were evaluated with 75 days
of cultivation. The results show that the type of explant had no
significant influence on the in vitro organogenesis of raspberry
cv. Batum, and that TDZ is the most efficient cytokinin for the
induction of higher shoot average number and higher percentage
of regenerated explants.

Index terms: types of explant, shoot regeneration, tissue culture.

A framboeseira (Rubus idaeus L.), originaria do
centro e norte da Europa e de parte da Asia, pertence a
familia Rosaceae e ao género Rubus, sendo rica em
nutrientes como antocianinas, aminoacidos e vitaminas.
Encontra-se no grupo de pequenas frutas que vém
despertando a aten¢do dos pesquisadores, comerciantes
e produtores, em raz&o do grande interesse por parte dos
consumidores e pelas propriedades nutracéuticas,
apresentando-se como alternativa econdmica para pequena
propriedade (HAN et al., 2004; RASEIRA et al., 2004).

No Brasil, a cultura da framboesa foi introduzida na
regido de Campos do Jorddo, no Estado de S&o Paulo e
atualmente, os principais Estados produtores sdo Rio
Grande do Sul, S8o Paulo e Minas Gerais, com &rea de
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cultivo estimada em 40 hectares (PAGOT & HOFFMANN,
2003). Entre as cultivares ja testadas no Brasil, destaca-se
acultivar Batum, que se caracteriza pela baixa exigénciaem
frio, tipo remontante e com frutos de formato oval
(RASEIRA et al., 2004).

Visando aresisténcia de plantas afungos e outros
patégenos, como no caso da framboeseira que sofre o
atagque de fungos, as técnicas de cultura de tecidos e DNA
recombinante oferecem oportunidades de obtencéo de
novas cultivares mais resistentes e em menor periodo de
tempo (RASEIRA et al., 2004).

O sucesso para qualquer viade regeneragdoin vitro
depende de vérios fatores, sendo que os fitorreguladores
se destacam como 0s principais controladores da
morfogénesein vitro (GRATTAPLAGIA & MACHADO,
1998), particularmente o balanco de auxina/citocinina, no
meio de cultura. O tipo de explante é outro fator importante
para a promogdo da organogénese em muitas espécies. Na
regeneracdo de plantas lenhosas, geralmente os explantes
mais utilizados sdo folhas e entrenés de plantas
desenvolvidas in vitro (ERIG et al. 2004), em menor
freqliéncia apices caulinares (ROCHA et al., 2004).

A organogénesein vitro ocorre com aformag&o de
gemas adventicias, que sdo denominadas dessa forma por
se originarem em locais diferentes dagueles onde se
formam no curso normal de desenvolvimento da planta.
Essa via de regeneracdo pode ser indireta ou direta,
dependendo da formag&o ou ndo de cal os, respectivamente
(MOURA et a., 2001; ROCHA et d., 2004).

Objetivou-se neste trabalho determinar o tipo de
explante e o tipo e a concentracdo de citocinina que favoreca
a organogénese de framboeseira cv. Batum.

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Micropropagacéo de Plantas Frutiferas, Departamento de
Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da
Universidade Federal de Pelotas, RS. Como fonte de
explante foram utilizadas folhas inteiras e peciolo de
framboeseira cultivar Batum, com aproximadamente 0,4 cm,
extraido de material cultivadoin vitro, mantidos em sala de
crescimento, com temperatura e luz controladas. Na

inoculacéo dos explantes, os peciolos foram colocados,
horizontalmente, em contato com o meio nutritivo e as
folhas receberam dois cortes transversais a nervura central,
sendo colocadas com a parte adaxial em contato com o
meio.

O experimento fatorial (2x2x4) constou de dois tipos
de explantes (folha e peciolo); dois tipos de citocininas
(2iP e TDZ); e quatro concentragfes diferentes de
citocininas (0, 5, 10 e 15uM), totalizando 16 tratamentos. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticoes por tratamento, e cada
repeticao constituiu-se de um frasco, contendo 5 explantes.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), acrescidos de 5,4uM de ANA, 30g L
de sacarose e 100mg L de mio-inositol, sendo o pH
ajustado para 5,8 antes da inclusdo do agar na
concentragdo de 6,0g L e, posteriormente, autoclavado
a121°C e 1,5 atm, por 20 minutos. Foram utilizados frascos
(200mL), com 30 mL de meio de cultura. Apds ainoculag&o,
0s explantes permaneceram no escuro, a 25 + 2°C, por um
periodo de 7 dias, visando diminuir a oxidagdo fendlica.
Em seguida, foram transferidos para sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperaturade 25 +
2°C e densidade de fluxo de fétons do periodo de luz de
27mmol m?s*

A avaliacdo foi realizada aos 75 dias ap0s a
inoculagdo e as varidveis analisadas foram o nimero de
brotacbes/explante, a porcentagem de formacado de calos e
a porcentagem de explantes regenerados e os dados foram
submetidos a andlise de variancia, e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de
Duncan, através do uso do programa estatistico SANEST
(ZONTA & MACHADO, 1984).

O desdobramento das médias pelo teste de Duncan
mostrou que, quando a concentracdo de 5uM de TDZ e
folha foram utilizados, €les promoveram maior nimero de
brotacGes; ja para peciolo observaram-se melhores
resultados utilizando-se a concentrag8o de 15 uM de TDZ,
ndo diferindo estatisticamente de 5uM e 10uM. As
concentrages de 10uM e 15uM de 2iP mostraram-se
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superiores a de 5uM para folha, ndo diferindo do
tratamento sem essa citocinina. Ja para peciolo, o
tratamento sem 2i P mostrou-se superior aos demais, ndo
diferindo estatisticamente de 10 uM (Tabela 1). Souza
et a. (1998) observaram que, no cultivo in vitro de
Brassica oleracea L., menores concentracfes de TDZ
(0,87uM) foram suficientes parainduzir aformacéo de
grande numero de brotos, em segmentos nodais.
Utilizando as citocininas zeatina, TDZ e 2iP na
regeneracdo de brotagbes de Vaccinium vitis-idaea,
Debnath & Mcrae (2002) observaram que a zeatina
promoveu melhores respostas na inducdo da
regeneracdo de brotos em todas as concentracbes
utilizadas, sendo que as concentracfes de 20 e 30uM
promoveram maior resposta morfogenética.

Para porcentagem de formacéo de calos, observa-
se na Tabela 2 que a adicdo de TDZ promoveu maiores
médias, tanto para folha quanto para peciolo. Houve
diferenca entre as fontes de explantes no tratamento sem a
adicdo de TDZ, onde peciolo apresentou maior formagéo
de calo, com excegdo da concentracdo de 5uM de TDZ,
onde folha apresentou médias superiores. As maiores
concentragBes de 2iP (10 uM e 15uM) promoveram maiores
porcentagens de formagdo de calo, para o explante folha.
Para peciolo, a concentragdo que promoveu maior
calogénese foi 10uM de 2iP. Biasi et a. (2002), em
experimento de organogénese, utilizando segmentos
radiculares de caquizeiro observaram formagdo de massa
de calo, com grande quantidade de gemas em meios de
cultura com combinacfes de TDZ e ANA. No cultivo in

vitro deVacciniumvitis-idaea L., Debnath & Mcrae (2002)
utilizaram as citocininas zeatina, TDZ e 2iP na regeneracéo
de brotacGes e observaram que 0 meio contendo TDZ
promoveu maior formagdo de calo. Também Erig et a. (2004),
observaram que o TDZ promoveu maior intensidade de
calo na organogénese de Malus domestica Borkh. cv.
Galaxy e que, na auséncia desse regulador no meio de
cultura, aformagdo de calo foi praticamente nula. Erig &
Schuch (2005) obtiveram maior intensidade de calos
formados em brotos de M.domestica, quando utilizaram
15,26uM de TDZ, e também observaram que na auséncia
desse regulador ndo houve formacdo de calo para as
cultivares Galaxy, Maxigalae Mastergala.

Para a variavel porcentagem de explantes
regenerados, pode-se observar que 0 TDZ mostrou-se
superior ao 2iP em todas as concentragdes em que eles
foram adicionados, sendo que a concentracéo de 5 UM de
TDZ apresentou as maiores médias (Tabela 3). Rochaet al.
(2004) observaram que, a utilizagdo de &pice caulinar e TDZ
em concentragBes que variaram de 5 a 25uM, promoveram
maior porcentagem de regeneracdo em Pyrus communis
L.. Bias et al. (2002) obtiveram maior porcentagem de
brotagBes utilizando-se segmentos radiculares de
caguizeiro, em meio de cultura sem adicéo de reguladores.
Erig & Schuch (2005) observaram que a porcentagem de
regeneracdo de M. domestica foi nula, em tratamento sem
adicdo de TDZ (OuM), isso em razdo das citocininas
constituirem um grupo de fitorreguladores indispensaveis
para promover a divisdo celular e a diferenciagdo dos
tecidos.

TABELA 1 - Numero médio de brotaces em folhas e peciol os de framboeseira cv. Batum, apés 75 diasde cultivo in
vitro, em meios com diferentes concentractes de TDZ e 2iP. UFPel, Pelotas, RS. 2005.

Citocinina TDZ (UM)* 2iP (uM)*
0 5 10 15 0 5 10 15
Folha 0,71 aC 1,21 aA 0,92 aB 0,71bC  0,71aA 0,53 aB 0,71 aA 0,71 aA
Peciolo 0,71 aB 0,89 bA 0,82 bA 0,91 aA 0,74 aA 0,56 aB 0,71 aA 0,53 bB

*Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan, ao nivel de 5%.
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TABELA 2 — Porcentagem de formac&o de calos, em folhas e peciol os de framboeseira cv. Batum, apds 75 dias de
cultivoin vitro, em meios com diferentes concentragdes de TDZ e 2iP. UFPel, Pelotas, RS. 2005.

Citocinina TDZ (uM)* 2iP (uM)*
0 5 10 15 0 5 10 15
Folha 0,001bB  90,00aA 90,00aA 73,55aA 0,00aC 6086aB 8336aA 77,31aA
Peciolo 29,141aB 65,50bA 83368A 80,19aA 6,64aC 4152bB 90,00aA 38,36 bB

*Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan, ao nivel de 5%.

TABELA 3 - Porcentagem de explantes regenerados em fol has e peciol os de framboeseiracv. Batum, apds 75 diasde
cultivoin vitro, em meios com diferentes concentragcdes de TDZ e 2iP. UFPel, Pelotas, RS. 2005.

Concentracéo (UM) Citocinina
TDZ* 2iP*
0 0,181 cA 0,181 aA
5 49,467 a A 0,135aB
10 14,684b A 0,181 aB
15 13,373b A 0,158 aB

*Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maiuscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan, ao nivel de 5%.

Nas condi¢bes em que foi realizado o trabalho,
pode-se concluir que, o tipo de explante utilizado ndo teve
influéncia significativa para a organogénese in vitro de
framboeseira cv. Batum, e que TDZ € a citocinina mais
eficiente, induzindo maior nimero médio de brotacfes e
maior porcentagem de explantes regenerados.
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Simbolos e Férmulas Quimicas. deverdo ser feitos em
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2. ESTRUTURA E ORGANIZAGAO

2.1. O artigo cientifico deve ser apresentado na seguinte
sequéncia:

TITULO

Suficientemente claro, conciso e completo,
evitando-se palavras supérfulas, em letras mailsculas,
centralizado, em negrito, em portugués einglés.

AUTORES
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RESUMO

Deve condensar, em um Unico paragrafo, o
contelido, expondo objetivos, materiais e métodos, os
principais resultados e conclusdes em ndo mais do que
250 palavras. De acordo com as normas da NBR6028

Termos para indexacgdo : no minimo de trés e méximo de
cinco. N&o devem repetir os termos que se acham no titulo,
podem ser constituidas de expressdes curtas e ndo so de
palavras e devem ser separadas por virgula. Se possivel,
extraidas do vocabul ério: Thesagro — ThesaurusAgricola
Nacional, desenvolvido pela CENAGRI (indicacdo da
revista“Plant Cell Culture & Micropropagation”para
evitar 0 uso de vérios sinbnimos como termos de indexagdo)

ABSTRACT

Além de seguir as recomendacfes do resumo, ndo
ultrapassando 250 palavras, deve ser uma tradugao proxima
do resumo.

Trial version of ABC Amber PDF Merger, http://www.processtext.com/abcpdfmg.html



Index terms: representam atradugdo das palavras-chave
paraalinguainglesa.

INTRODUCAO

Deve apresentar uma visdo concisa do estado atual
do conhecimento sobre o assunto, que 0 manuscrito
aborda e enfatizar arelevancia do estudo, sem constituir-
se em extensa reviso e, na partefinal, os objetivos da
pesquisa. Deve incluir arevisdo de literatura.

MATERIAL E METODOS

Esta secéo pode ser dividida em subtitulos,
indicados em negrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Podem ser divididas em subse¢des, com subtitulos
concisos e descritivos, e conter tabelas e figuras.

CONCLUSOES

Finalizar com os resultados de acordo com os
objetivos do trabalho

AGRADECIMENTOS

Sefor o caso ao fim do texto, e antes das Referéncias
Bibliogréficas, a pessoas ou instituigdes. O estilo, também
aqui, deve ser sobrio e claro, indicando as razdes pelas
quais se fazem os agradecimentos

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

Devem seguir as normas para citagdo no texto e na
secdo propria
2.2. A comunicag8o cientifica deve ser apresentada na
seguinte sequéncia:

TITULO

Suficientemente claro, conciso e completo,
evitando-se palavras supérfluas, em letras mailsculas,
centralizado, em negrito, em portugués e inglés.

AUTORES

Méximo de 6 autores

Nomes completos sem abreviagdo, com chamada para nota
de rodapé da primeira pagina em apenas 1 das 4 vias do
manuscrito

Rodapé deve conter: titulagdo — instituicdo a que o autor
estafiliado— enderego daingtituicéo — CEP— cidade, estado
— endereco de e-mail, do respectivo autor.

RESUMO

Deve condensar, em um Unico paragrafo, o
contelido, expondo objetivos, materiais e métodos, os
principais resultados e conclusdes em ndo mais do que
250 palavras. De acordo com as normas da NBR6028
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Termos para indexacgdo : no minimo de trés e méximo de
cinco. N&o devem repetir os termos que se acham no titulo,
podem ser constituidas de expressdes curtas e ndo sO de
palavras e devem ser separadas por virgula. Se possivel,
extraidas do vocabul ério: Thesagro — ThesaurusAgricola
Nacional, desenvolvido pela CENAGRI (indicacdo da
revista“Plant Cell Culture & Micropropagation” para
evitar o uso de vérios sinbnimos como termos de indexago)

ABSTRACT

Além de seguir as recomendacfes do resumo, ndo
ultrapassando 250 palavras, deve ser uma tradugao proxima
do resumo.
Index terms: representam a traduco das palavras-chave
paraalinguainglesa

Texto: sem subdivisdo, porém com introdugdo, materia e
métodos, resultados e discussdo (podendo conter tabelas
e graficos e conclusdo subentendidas.

AGRADECIMENTOS

Sefor o caso ao fim do texto, e antes das Referéncias
Bibliogréficas, a pessoas ou institui¢des. O estilo, também
aqui, deve ser sobrio e claro, indicando as razbes pelas
quais se fazem os agradecimentos.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

Devem seguir as normas para citagdo no texto e na se¢do
propria.

3. CASO OARTIGO CONTENHA FOTOGRAFIAS,
GRAFICOS, FIGURAS, SIMBOLOSE FORMULAS,
ESSAS DEVERAO OBEDECER AS SEGUINTES
NORMAS:

3.1. Fotografias deverdo ser apresentadas empreto e branco,
nitidas e com contraste, inseridas no texto apos a citagéo
das mesmas e também em um arquivo a parte, salvas em
extensdo “TIFF” ou “JPEG” com resolucdo de 300 dpi.

3.2. Figur as deverdo ser apresentadas em preto e branco,
nitidas e com contraste, inseridas no texto apds a citacdo
das mesmas e também em um arquivo a parte, salvas em
extensdo “TIFF” ou “JPEG” com resolucdo de 300 dpi.
Asfiguras dever&o ser elaboradas com letra Times New
Roman, tamanho 10, sem negrito; sem caixa de textose
agrupadas.

3.3. Gréficos deverdo ser inseridos apés citacdo dos
mesmos, dentro do préprio texto, elaborado
preferencialmente em Excel, com letraTimes New Roman,
tamanho 10, sem negrito; sem caixa de textos e agr upadas.

3.4. Simbolos e Férmulas Quimicas deverdo ser feitasem
processador que possibilite aformatacdo para o programa
Page Maker (ex: MathType, Equation), sem perda de suas
formas originais.
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OBS: A formatag8o correta € parte imprescindivel paraque
o trabalho sgja devidamente protocolado. Caso este ndo
esteja nas normas, 0 mesmo sera recusado.

4, REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS: asreferéncias
bibliogréficas devem ser citadas conforme a NBR6023/2002
daABNT.

A exatiddo dasreferéncias constantes da listagem e a
correta citacdo no texto sdo deresponsabilidade do(s)
autor (es) do artigo.

4.1. Orientacdes gerais:

- Deve-se apresentar todos os autores do documento
cientifico (fonte);

- O nome do periddico deve ser descrito por extenso, ndo
deve ser abreviado;

- Em todas as referéncias deve-se apresentar o local de
publicacdo (cidade), a ser descrito no lugar adegquado para
cadatipo de documento;

- Asreferéncias devem ser ordenadas alfabeticamente.

4.2. Exemplificacdo (tipos mais comuns):

ARTIGO DE PERIODICO:

VIEIRA, R. F.; RESENDE, M. A. V. de. Epocas de plantio de
ervilha em Patos de Minas, Uberaba e Janalba, Minas
Gerais. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 24, n. 1, p. 74-
80, jan./mar. 2000.

LIVRO:
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STEEL, R. G D.; TORRIE, J. H. Principles and
procedures of statistics. New Y ork: McGraw-Hill Book,
1960. 481 p.

b) Parte de livro com autoria especifica:

FLEURY, J. A. Andlise a0 nivel de empresa dos impactos
da automag&o sobre a organizacéo da produgdo de trabal ho.
In: SOARES, R. M. S. M. Gestao da empresa. Brasilia IPEA/
IPLAN, 1980. p. 149-159.

¢) Parte de livro sem autoria especifica:

MARTIM, L. C. T. Nutricdo de bovino de corte em
confinamento.  In; . Confinamento de bovino de
corte. 2.ed. Sdo Paulo: Nobel, 1986. cap. 3, p. 29-89.

DISSERTACAO ETESE:

GONCALVES, R. A. Preservacdo da qualidade tecnoldgica
detrigo (Triticum aestivumL.) e contr ole de Rhyzopertha
dominica (F.) durante o armazenamento em atmosfera
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em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 1997.

Trial version of ABC Amber PDF Merger v3.04, http://www.processtext.com/abcpdfmg.html
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Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dos Alimentos) -
Universidade Federd de Lavras, Lavras, 2000.

Nota: “A folha é composta de duas paginas: anverso e
verso. Alguns trabalhos, como teses e dissertacfes séo
impressos apenas No anverso e, neste caso, indica-se f.”
(ABNT, NBR6023/2002, p. 18).

TRABALHOSDE CONGRESSO E OUTROSEVENTOS
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DOCUMENTOSELETRONICOS

As obras consultadas online sdo referenciadas conforme
normas especificas para cada tipo de documento
(monografia no todo e em parte, trabalho apresentado em
evento, artigo de periddico, artigo de jornal, etc.),
acrescidas de infor magdes sobr e 0 ender eco eletr 6nico
apresentado entre braquetes (< >), precedido da expressdo
“Disponivel em:” e da data de acesso ao documento,
precedida da expressio “Acessoem:”.

Nota: “N&o serecomendareferenciar maeria eetronico de
curta duragdo nas redes” (ABNT, NBR6023/2000, p. 4).
Segundo padrfes internacionais, a divisdo de endereco
eletronico, no fim dalinha, deve ocorrer sempre apds barra (/).

Monografia (acesso online):
a) livro no todo

TAKAHASHI, T. (Coord.). Tecnologia em foco. Brasilia:
Socinfo/MCT, 2000. 90 p. Disponivel em: <http//

- T I

b) parte de livro

TAKAHASHI, T. Mercado, trabalho e oportunidades. In:
. Sociedade da informacdo no Brasil: livro verde.
Brasilia: Socinfo/MCT, 2000. cap. 2, p. 13-24. Disponivel

¢) Parte de congresso, seminario, etc.

GIESBRECHT, H. O. Avaliacdo de desempenho de
institutos de pesquisa tecnoldgica: a experiéncia de
projeto exceléncia na pesquisa tecnolégica. In:
CONGRESSO ABIPTI, 2000, Fortaleza. Gestdo de
institutos de pesquisa tecnoldgica. Fortaleza: Nutec, 2000.

01 dez. 2000.
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Artigo de periddico (acesso online):

RESENDE, A. M. G. Hipertexto: tramas e trilhas de um
conceito contemporaneo. | nfor magéo e Sociedade, Recife,
v. 10, n. 1, 2000. Se¢&o Educagdo. Disponivel em: <http://

2000.

CITACAO: PELO SISTEMA ALFABETICO (AUTOR-
DATA) (conforme ABNT, NBR10520/2002)

Dois autores - Steel & Torrie (1960) ou (STEEL & TORRIE,
1960).

Trésou maisautores- Valleet d. (1945) ou (VALLE et d.,
1945).

Obs.: Quando forem citados dois autores de uma mesma
obra deve-se separa-los pelo sinal & (comercial).

5. 0 EDITOR CHEFE NOTIFICARA O AUTOR DO
RECEBIMENTO DO ORIGINAL E, POSTERIORMENTE,
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6. OS ARTIGOS NAO APROVADOS SERAO
DEVOLVIDOS.

7. OSARTIGOS SERAO PUBLICADOS EM ORDEM
DEAPROVACAO.

8. O NAO-CUMPRIMENTO_DESSAS NORMAS
IMPLICARA NA DEVOLUGAO DO ARTIGO AO
AUTOR.

9. OSCASOS OMISSOS SERAO RESOLVIDOSPELA
COMISSAO EDITORIAL.
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ABCTP
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

“Plant Cell Culture & Micropropagation”, a
semestral journal edited by Editora UFLA of the
Universidade Federal de Lavras, publishes scientific
articles and communications in the area of plant tissue
culture, elaborated by researchers of the national and
international scientific community. One of the authors must
be associated and have paid all charges required by the
ABCTP (Plant Tissue Culture Association) in order to be
tax free for publication in Plant Cell Culture &
Micropropagation. Submission of a manuscript implies that
it is neither under consideration for publication elsewhere
nor has appeared previously in part or in whole. On
acceptance for publication, authors assign to the Editors
full copyright of the manuscript in all languages and
countries. Publications will depend on editorial rules and
on the review of experts and ad hoc commission. Reviewer
and editorial opinions will be anonymously communicated
to authors.

Concepts and affirmations included in articles and
communications are of the entire responsibility of the
authors.

1. SUBMISSION

The manuscript must present a maximum of 14
pages. At the time of submission, a cover letter must be
sent with the manuscript copies to the Editor requesting
publication of the article. This cover |etter must besigned
by all authors and also contain the full address,
telephone number and e-mail of the authors. Any
inclusion, exclusion or ateration in the authors order must
be notified and signed by all authors including the one
excluded.

Original: Four copies and CD with text and illustrations.
Only one of the 4 printed copies must contain the full
names of the authors and footnote in the first page.
Format: Word for Windows (version 98, 2000, XP ou 2003)
Spacing of thetext: Double. Margin on the |eft hand side
and 2.0 cm margin on the right hand side, 2.5 cm upper and
lower margin, 2.5 cm for the heading and 2.,5 cm for the
footnote

Paper: A4 format

Sour ce: Times New Roman, size 12

Number of pages: up to 14 pages, including the illustrations
Tables: Tables should be part of the body of the paper and
they must be presented in Word or Excel. The title should
be above and be presented in the language in which the
article was written and in English. The vertical lines
separating the columns should not appear.
Graphs/Figures/Photographs: must be presented in black
and white, clear and with contrast, scanned, inserted in

the text after citation and also in a separate file (on the
same diskette as the article) saved in extension “tif” or
“ipg”, with resolution of 300 dpi. Thetitle should be below
and presented in the language in which the article was
written and in English.

Symbols and Chemical Formula: must be presented using
aword processor that permits aformat Page Maker.

2. STRUCTURE AND ORGANIZATION

2.1. The article should be presented in the following
sequence:

TITLE

In English language, containing no more than 15 wordsin
capital letters and bold.

AUTHORS

Maximum of 6 authors

Full names, with call for baseboard note with the following
information on first page only 1 copys.They should come
in the footnote of the first page in only one of the four
printed copies. :

Footnote: titulation — name of the ingtitution to which the
authorsbelong — address of institution — ZIPCODE — city,
state — mail address.

ABSTRACT

should be informative and condensed and should
explain the objectives, material and methods, results and
conclusion of the work in amaximum of 250 words all written
in one paragraph.
For articles written in English the abstract should also be
presented in Portuguese.

Key words: minimum of three and maximum of five. They
should not repeat words that are already in the title. These
may include phrases as well asindividual words and should
be separate by commas.

For articles written in English the key-words should also
be presented in Portuguese.

INTRODUCTION

Should present a concise vision of the current level of
knowledge that has been achieved within the subject area
that the paper will discuss. It should neither give an
extensive review nor should it include details about the
results and discussion. It should clearly indicate the
objectives of the research that was carried out.

MATERIALAND METHODS

This section can contain subdivisions, with subtitles in
bold print.
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RESULTSAND DISCUSSION
This section can have subsection which begins with
concise, descriptivetitlesin bold print.

CONCLUSIONS

Finishing agree of objectives of work

ACKNOWLEDGEMENTS
If applicable

BIBLIOGRAPHICAL REFERENCES

They should follow citation norms both in the text and in
the appropriated section.

2.2 The Communication should be presented in the
following sequence

TITLE

Sufficiently clear, conspicuous and complete, without
superfluous words. It is recommended to initiate with the
term that represent the most important aspect, with other
termsin decreasing of importance

TITLE IN PORTUGUESE;
FULL NAME(S) OF THEAUTHOR(S)

Maximum of 6 authors

Full names, with call for baseboard note with the following
information on first page only 1 copys.They should come
in the footnote of the first page in only one of the four
printed copies.

Footnote: titulation — name of the institution to which the
authorsbelong — address of institution — ZIPCODE — city,
state — mail address.

ABSTRACT

Written continuously without paragraph. It must
not exceed 250 words. Index terms must be enclosed after
the abstract using terms different from those used in the
title and separated by comma.

Index terms: (3 to 5) must be described in capital and small
|etters, and express the content of the article

ABSTRACT AND INDEX TERMS IN PORTUGUESE

Text: with no division but must include introduction,
material and methods, results and discussion and
conclusion (it may include tables and figures)

ACKNOWLEDGEMENTS
If applicable

BIBLIOGRAPHICAL REFERENCES

They should follow citation norms both in the text and in
the appropriated section.
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3. PHOTOGRAPHS, GRAPHS, FIGURES, SYMBOL S
OR FORMULA CONTAINED INTHEARTICLE SHOULD
OBEY THE FOLLOWING RULES:

3.1. Photographs must be presented in black and white,
clear and with contrast, inserted in the text after their citation
and also in a separate file (on the same diskette as the
article) saved in extension “TIFF” or “JPEG” with
resolution of 300 dpi.

3.2. Figures must be presented in black and white, clear
and with contrast, inserted in the text after their citation and
aso in a separate file (on the same diskette as the article)
saved in extension “TIFF” or “JPEG” with resolution of
300 dpi. They must be elaborated using Times New Roman
font, size 10, without bold, without text box and arranged.

3.3. Graphsmust be inserted in the text after their citation,
elaborated preferentialy in Excel, using Times New Roman
font, size 10, without bold.

3.4. Symbolsand Chemical Formula must be presented
using aword processor that permits aformat for Page M aker
(ex: MathType, Equation) without loss of its original form.

4. REFERENCES: references must be cited according to
NBR6023/2002 of ABNT. All references and their correct
citation in the text are of the entire responsibility of the
author(s).

5. THE BRAZILIANASSOCIATION OF PLANT TISSUE
CULTURE (ABCTP)WILL INFORM THEAUTHORTHE
RECEIPT OF THE ORIGINAL MANUSCRIPT AND
EVENTUALLY ITWILLALSO SEND INFORMATION
REGARDING ITSPUBLICATION. MANUSCRIPTS
THAT REQUIRE MODIFICATIONS WILL BE
RETURNEDTOTHEAUTHOR FORTHE RESPECTIVE
REVISIONANDCORRECTIONS.

6. MANUSCRIPTS NOT APPROVED WON’T BE
RETURNEDTOTHEAUTHOR.

7.ARTICLESWILL BE PUBLISHEDACCORDINGTO
THE ORDER OF RECEIPTANDAPPROVAL.

8. IFANY OFTHESE RULESARE NOTATTENDEDTHE
MANUSCRIPTWILL BE RETURNEDTOTHEAUTHOR.

9. THE NEGLECTFUL CASESWILL BE SOLVED BY
THE EDITORIAL COMMITTEE.

10. MANUSCRIPTS SHOULD BE SENT TO THE
FOLLOWINGADDRESS:

ABCTP

Plant Cell Culture & Micropropagation
Universidade Federal de Lavras

Depto. de Biologia - Setor de Fisiologia Vegetal
Caixa Postal: 3037

37200-000- Lavras—MG-BRAZIL
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