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GERMINACAO IN VITRO E MICROPROPAGACAO DE Calophyllum
brasiliense CAMBESS

RESUMO - O Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) € uma espécie
nativa do Brasil de grande importancia econémica, florestal e medicinal.
Objetivou-se com esse trabalho a germinacao, multiplicacdo e alongamento in
vitro de Guanandi. Nos experimentos de germinagéo in vitro as sementes foram
osmocondicionadas com soluc¢des de nitrato de potassio (KNO3) a 0%, 0,2%,
0,5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 50% ou foram inoculadas em meio
de cultura WPM (Wood Plant Medium), 2WPM, MS (Murashige & Skoog),
.MS e H20. No experimento de multiplicacdo in vitro 0s segmentos
internodais foram inoculados em meio de cultura WPM suplementados com
diferentes citocininas: 6-belzilaminopurina (BAP) (2; 4,4; 8 e 16 uM), cinetina
(CIN) (4, 6, 8 e 16 pM ), 6°-isopentyl-amino purine (2-iP) (8 e 16 uM) e
tidiazuron (TDZ) (0,91; 2,27; 4; 8 e 16 uM) e O uM como. Para o experimento
de alongamento os explantes multiplicados foram isolados, inoculados em meio
de cultura WPM suplementado com acido giberélico GA3 (0, 5, 10 e 20 uM) e
mantidos sob fotoperiodo de 16h ou no escuro. A germinacdo com nitrato de
potadssio (KNOgs) foi possivel verificar que h& uma correlacdo entre a
porcentagem de germinacdo e a porcentagem de KNOj;, mostrando que aos
30, 45 e 60 dias a equacédo de regressao linear explica a variavel dependente
(Y). A porcentagem de germinacéo e o vigor das sementes decresceram com
relagdo ao aumento da concentragdo de KNO3;. O tratamento 50% foi fitotoxico
tornando inviavel a germinacdo das sementes. Com relacdo aos diferentes
tipos de meio, ndo houve efeito significativo dos meios de cultura para a
porcentagem de germinacao aos 15 e 30 dias e para o indice de velocidade de
emergéncia. Os tratamentos de multiplicagdo ndo apresentaram diferenca
significativa para o tamanho médio das brota¢Bes, nimero médio de gemas e o
namero de folhas aos 30 e 60 dias. Com relagéo as diferentes concentracdes
de GA;3;, nas diferentes condi¢bes de luminosidade os explantes mantidos na
luz apresentou maior tamanho médio de brotos, maior numero de brotos e

folhas e menor taxa de oxidacdo comparada com os mantidos no escuro.

Palavras — chave: Alongamento in vitro, cultura de tecidos, Guanandi,

multiplicag&o in vitro, osmocondicionamento.
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GERMINATION IN VITRO AND MICROPROPAGATION OF Calophyllum
brasiliense CAMBESS

ABSTRACT - Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess), is a Brazilian
native species of economic forestry and medicinal value. The aim of this work
was to improve the in vitro germination, multiplication and elongation of
Guanandi. In the germination experiment the seeds were osmoconditioned with
potassium nitrate solutions (KNO3) at 0%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%,
20% 25% and 50% or inoculated in WPM (Wood Plant Medium), ¥2WPM, MS,
¥.MS and H20. In the multiplication experiment the nodal segments were
inoculated in WPM culture medium supplemented with citokins: 6-
belzilaminopurina (BAP) (2; 4,4; 8:16 uM), kinetin (CIN) (4, 6, 8 and 16 uM), 6th
-isopentyl-amino purine (2-iP) (8 and 16 uM) and thidiazuron (TDZ) (0.91, 2.27,
4, 8 and 16 pM) and 0 pM as control. In the elongation experiment the explants
were inoculated on WPM medium supplemented with gibelelic acid GA3 (0, 5,
10 and 20 uM) and manteined on dark or 16h foteoperiod. Germination with
potassium nitrate (KNO 3) we observed that there is a correlation between the
germination percentage and the percentage of KNO 3, showing that at 30, 45
and 60 days linear regression equation explains the dependent variable (Y).
The percentage of germination and seed vigor decreased with respect to the
concentration of KNO3. Treatment 50% was toxic impeding the germination of
seeds. Regarding the different types of media, there was no significant effect of
culture media for the germination percentage at 15 and 30 days and the
emergency speed index. The multiplication of treatment showed no significant
difference in the average size of the shoots, average number of buds and
number of leaves at 30 and 60 days. With regard to different concentrations of
GAS, in different lighting conditions the explants kept in light showed higher
average size of buds, the greater number of shoots and leaves and smaller

oxidation rate compared to those kept in the dark.

Key - words: In vitro elongation, tissue culture, guanandi, in vitro multiplication,

osmopriming.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1.INTRODUCAO

O Brasil possui a segunda maior cobertura florestal do mundo e a maior
extensdo de florestas tropicais do planeta. Este setor € compreendido por
florestas nativas e plantadas, publicas e privadas, sendo heterogéneo em
questbes de produtividade, tecnologia, recursos humanos e outros aspectos
(BRASIL, 2012).

Estima-se que 98,5%, dos 463 milhbes de hectares de cobertura
florestal brasileira, sejam constituidos por floresta natural. O restante da area
(1,5%) corresponde as florestas plantadas principalmente com espécies
exoticas, a exemplo do eucalipto e do pinus, com relevantes indicadores de
eficiéncia produtiva e notéria participacdo socioeconémica no setor (BRASIL,
2014).

Setor Florestal é responséavel por 3,5% do Produto Interno Bruto (PIB de
2007) do Brasil, equivalente a US$ 37,3 bilhdes, e por 7,3% das exportacdes
totais do pais, equivalente a US$ 10,3 bilhdes, sendo o setor de celulose
responsavel por US$ 4 bilh6es, o de madeira serrada, compensados e
produtos de maior valor agregado por US$ 2,9 bilhdes. O setor é ainda
responsavel por gerar cerca de 7 milhdes de empregos (SNIF, 2015).

Diante desse potencial, crescentes investimentos em pesquisas, visando
o desenvolvimento de tecnologias que atendam as necessidades da cadeia
produtiva (PAIM, 2011) e conservacado de espécies (LEITE, 2012) vém sendo
realizadas. Apesar de o setor florestal ser relevante na economia nacional, é
um setor contraditério, que ao mesmo tempo desenvolveu a silvicultura de
florestas plantadas com producéo integrada e a estrutura produtiva sofisticada,
e ainda convive com altos indices de desmatamento ilegal de florestas nativas
(SNIF, 2015).

A espécie Calophyllum brasiliense Cambess., nativa do Brasil e
conhecida popularmente como Guanandi € uma das espécies florestais nativa
de grande importancia econémica, florestal e medicinal (FILHO; SILVA; NIERO,
2009). A sua madeira é considerada substituta do mogno por ser resistente e

imputrescivel, sendo usada para fabricacdo de mdveis, construcdo civil,



construcdo naval, entre outros (LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994). Também
pode ser utilizada em projetos paisagisticos de parques e pracas, bem como
em reflorestamento para recuperacéo ambiental (LORENZI, 1992).

No entanto essa espécie apresenta dificuldade de propagacédo devido a
grande variacdo na taxa de germinacdo (15 a 90%) e tempo de germinacao
longo, de aproximadamente 145 dias (LORENZI, 1992). Além disso, as
sementes da espécie Guanandi apresentam comportamento recalcitrante
(CARBALLO; THOMSEN; JOKER, 2004), dorméncia fisica (tegumentar) e
mecanica (embrionaria) imposta pela estrutura rigida que envolve o embrido
(SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014).

Com relacdo as dorméncias, elas podem ser exdgenas, 0 que esta
relacionada diretamente com a impermeabilidade a agua, resisténcia mecanica
e presenca de inibidores quimicos no tegumento ou pericarpo. Podem ser
enddgenas, estando relacionadas com o embrido, devida a ocorréncia de
embrido imaturo ou a presenca de mecanismo de inibicdo fisiologica. Ja
algumas espécies apresentam a dorméncia combinada, que € quando em suas
sementes aparecem os dois tipos de dorméncia (FOWLER & BIANCHETTI,
2000) dificultando o crescimento do embrido e a propagacéo da espécie.

Ja com relacé@o as sementes recalcitrantes, de acordo com Hendry et al.
(1992) e Roach et al. (2010), aparentemente, essas sementes sao incapazes
de regular seus processos metabodlicos durante a desidratacdo, e com isso
acabam permitindo a formacdo de radicais livres e né@o podem ser
armazenadas por longos periodos. Castro; Bradford; Hilhorst. (2004) acreditam
que podem faltar sistemas de mecanismos antioxidantes eficientes para
impedir os danos desses compostos.

Portanto, a regulacdo da mobilizacdo da 4gua nessas sementes, com
solugcbes osmoticas e estresses hidricos, podem ser favoraveis para a
conservacdo dessas sementes (FILHO, 2005). Essas caracteristicas
intrinsecas da espécie, principalmente a perda de viabilidade das sementes no
armazenamento (SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014) dificultam o seu
manejo e a sua inclusdo em programas de plantio comercial e reflorestamento.

Porém para tais espécies surge entdo a cultura de tecidos vegetais com

técnicas que possibilita a potencializagdo de multiplicacdo de espécies com



dificuldade de propagacdo como o Guanandi que possui algumas dessas
caracteristicas citadas.

Ndo ha nenhum artigo publicado de germinacdo in vitro, de
micropropagacgéao e de alongamento in vitro de Calophyllum brasiliense. Diante
do exposto, objetivou-se estabelecer parametros para a germinacao in vitro de

sementes, multiplicacéo e alongamento in vitro de explantes de Guanandi.

1.2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Aspectos Gerais do Guanandi (Calophyllyum brasiliense
Cambess)

O género Calophyllum L, pertencente a familia Calophyllaceae J.Agardh,
€ composto por 200 espécies de ampla distribuicdo tropical. Algumas espécies
sao utilizadas como agentes medicinais para o tratamento de muitas doencas,
incluindo ulceras gastricas, infeccdes, tumores, processos inflamatérios, entre
outros (FILHO; SILVA; NIERO, 2009).

A espécie Calophyllum brasiliensis Cambess, popularmente conhecida
como Guanandi, é nativa do continente americano e ocorre naturalmente em
todas as bacias brasileiras (MARQUES & JOLY, 2000). Possui uma ampla
distribuicdo geografica, sendo: Norte (Acre, Amazonas, Para, Roraima,
Tocantins), Nordeste (Bahia), Centro oeste (Goids, Mato Grosso), Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Santa
Catarina) (BITTRICH et al., 2014).

Esta espécie € também popularmente conhecida como guandi, mangue-
galandim, gualambi, guanandi-carvalho, guandi-carvalho, guanandi cedro,
guarandi, gualande-carvalho, olandim, pau-de-mangue, landi, landim,
jacareiba, jacareuba e cedro d'agua (LORENZI, 1998).

O Guanandi possui habito arbéreo e apresentando normalmente 20 m
de altura e entre 20 a 50 cm de diametro (DAP). Na regido amazénica pode
atingir até 40 m de altura e 150 cm de DAP. Seu tronco geralmente é reto e
cilindrico, apresentando fuste de até 15 m de altura (CARVALHO, 1994).

Apresenta folhas perenes, com copa larga e arredondada, densa e de

coloragéo verde-escuro. As folhas sdo simples, opostas, elipticas, coridceas e



apresentam dimensdes de 5 a 15 cm de comprimento por 3 a 7 cm de largura,
com nervuras laterais abundantes, préximas e paralelas. O peciolo € verde-
escuro, lustroso, espesso e mede até 2 cm de comprimento. A casca externa é
marrom-escura ou pardacenta, fissurada de alto a baixo e descamando em
placas retangulares. A casca interna possui coloracdo rdsea, aromatica,
amarga e acida, exsudando latex amarelado e pegajoso (CARVALHO, 1994).

O Guanandi possui flores masculinas e hermafroditas na mesma planta
(caracteristica andromonoica), brancas, reunidas em racemos axilares ou
paniculas de 2,5 a 6 cm (CARVALHO, 1994). Os frutos sdo do tipo baga,
globosos, com pericarpo carnoso e oleaginoso de cor amarelada (SOUZA &
LORENZI, 2008). Eles apresentam cerca de 2,5 a 3 cm de diametro, sendo
esverdeados quando imaturos. Seu exocarpo é coriaceo, fino e com manchas
glandulares. O mesocarpo é carnoso, esbranquicado se tornando amarelo com
a maturidade, e com textura granulosa. Ja o endocarpo € fino e se fragmenta
quando o fruto estd maduro (FLORES, 2002). Suas sementes do tipo castanha,
contém cerca de 44% de Oleo purissimo, podendo ser utilizado como
biocombustivel, sendo sua eficiéncia proxima a mamona (CARVALHO, 1994).

As sementes de Guanandi apresentam dorméncia tegumentar, que pode
ser superada por escarificacdo mecanica ou estratificacdo em areia Umida por
60 dias. Sem estes tratamentos, a germinacao pode demorar até seis meses
onde a taxa de germinacao varia entre 15 e 95% e o tempo de germinacédo €
considerado prolongado (aproximadamente 145 dias) (CARVALHO, 1994;
LORENZI 1992). As sementes de Guanandi ndo germinam em solos
encharcados, porém nestas condi¢des, elas se mantém viaveis pelo menos por
trés meses, enterradas ou submersas pela 4gua e somente germinam quando
o nivel da agua reduz (MARQUES & JOLY, 2000).

As sementes de espécies como Calophyllum brasiliense Cambess, ndo
apresentam exigéncia quanto a luz e ainda toleram a hipoxia, levam vantagem
na ocupacéo de ambientes ribeirinhos, onde a previsibilidade ambiental é baixa
(MARQUES & JOLY, 2000). Portanto essa espécie é recomendada para a
restauracdo de mata ciliar, na maior parte em locais sujeitos a inundacdes
periodicas de médio e longo prazo (CARVALHO, 1994).

Com relacdo a madeira do Guanandi, essa espécie possui massa

especifica aparente entre 0,62 e 0,79g/cm3, 15% de umidade e densidade



basica entre 0,49 a 0,51 g/cm3. Trata-se, portanto, de uma madeira
moderadamente densa (JANKOWSKY et al., 1990). Apresenta baixa
permeabilidade aos tratamentos preservativos em funcdo de possuir oS poros
parcialmente  preenchidos por Oleo-resina (BENITEZ-RAMOS &
MONTESINOS-LAGOS, 1988).

Além da producédo de madeira, o0 Guanandi € indicado para obtencéo de
resina com propriedades medicinais, taninos (casca e folhas), 6leo essencial
(fruto) e saponina (folhas) (CARVALHO, 1994). Xantonas, cumarinas,
flavonoides e terpenos, que tém acdo antibacteriana, moluscicida, anti-
hipertensiva e atividade contra imunodeficiéncia humana (HIV-1) (NOLDIN;
ISAIAS; FILHO, 2006; BRAGA et al., 2007; ANTONIO et al., 2010; CARVALHO
et al., 2013).

1.2.2. Germinacao

As sementes de algumas espécies apresentam comportamento distinto
guanto ao armazenamento e a germinagdo. Podem ser ortodoxas, que se
mantém vidveis ap0s dessecacdo até o grau de umidade em torno de 5% e
podem ser armazenadas sob baixas temperaturas por um longo periodo de
tempo. No outro grupo tém-se as recalcitrantes, ou sementes sensiveis a
dessecacao, que nao sobrevivem com baixos niveis de umidade, o que impede
0 seu armazenamento por longo prazo (ROBERTS, 1973) como € 0 caso da
espécie Calophyllum brasiliense Cambess. Além destes dois grupos ha um
terceiro, no qual as sementes apresentam um comportamento de
armazenamento intermediario ao ortodoxo e ao recalcitrante (ELLIS et al.,
1990).

A germinacdo da semente comega com a embebicdo e é considerada
como a retomada das atividades metabdlicas do eixo embrionario, no qual se
encontrava paralisado nas fases finais do processo de maturacdo. Porém,
quando estimulado por condicdes ambientais favoraveis seu inicio é
caracterizado principalmente pela: reativacdo do metabolismo respiratorio;
intensa mobilizacdo de metabdlitos; enfraquecimento dos tecidos que envolvem
o embrido; e finalmente, o crescimento do embrido, ocorrendo entdo, o

rompimento dos envoltérios da semente, pela radicula. Essa é uma etapa



critica do biociclo vegetal pelo fato do processo estar associado a varios fatores
de natureza extrinseca (fatores do ambiente fisico) e intrinseca, ou seja, a
processos fisiometabdlicos (BEWLEY & BLACK, 1994; LABORIAU, 1983;
POPINIGIS, 1985; SANTOS, 1999; CASTRO & HILHORST, 2004).

Apoés essa primeira etapa, os tecidos de crescimento se desenvolvem
com o fornecimento de alimento pelos cotilédones e a radicula emerge e se
fixa. Com a formacdo das folhas, ocorre entdo a ativacdo do aparato
fotossintético da plantula, inicia-se a absorcdo de nutrientes do ambiente e a
planta passa a produzir seu préprio alimento (KRAMER & KOZLOWSKI, 1972).

Para que o processo de germinag@o ocorra naturalmente, é necessario
que as condicdes do meio ambiente sejam adequadas e estimulem este
processo. Algumas espécies apresentam alternativas para que suas sementes
germinem somente quando os estimulos forem adequados. Com isso, as
sementes apresentam dorméncia como uma estratégia evolutiva para garantir
que elas encontrem condicbes ambientais favoraveis para o desenvolvimento
de plantas adultas (BIANCHETTI, 1989). E também uma adaptacdo para a
sobrevivéncia dos espécimes em longo prazo, pois geralmente faz com que as
sementes mantenham-se viaveis por maior periodo de tempo.

A dorméncia apresentada pelas sementes pode ser exdégena e/ou
enddgena, sendo exégena a dorméncia tegumentar (resisténcia mecanica) e
endégena a dorméncia embriondria (causada por substancias inibidoras,
imaturidade do embrido ou dorméncia do proprio embrido). Além disto, a
dorméncia pode ocorrer independentemente uma da outra ou simultaneamente
na mesma semente (FOWLER & BIANCHETTI, 2000), neste caso chamado de
dupla dorméncia (KRAMER & KOZLOWSKI, 1972).

Para a quebra da dorméncia tegumentar sdo utilizados varios
mecanismos, tais como: escarificagdo mecanica e/ou escarificacdo acida. Uma
alternativa empregada para a quebra de dorméncia embrionaria ou fisica € a
utilizacdo de solucdo aquosa de nitrato de potassio, sendo acrescido no
substrato para a germinacdo da semente ou sendo feita a embebicdo das
sementes nestas solugcbes. O efeito positivo deste tratamento ja €
frequentemente relatado na literatura (FARON et al., 2004). Dentro do quadro

atual a dorméncia ainda é relacionada a capacidade ou potencial da semente



de produzir plantulas num prazo considerado razoavel ou ideal por aquele que
semeou (CARDOSO, 2009).

1.2.3. A Cultura de Tecidos de Plantas

A cultura de tecidos vegetais € um conjunto de técnicas que possibilita
clonar plantas de elite, ou seja, plantas que apresentam alguma caracteristica
morfolégica e/ou fisiolégica que as diferenciam das outras plantas de sua
espécie, de maneira uniforme e livre de patdégenos (CID, 2001). Tem-se
apresentado também como uma alternativa viavel na clonagem de espécies
florestais (multiplicacdo), medicinais (producdo de metabdlitos secundarios),
nativas (conservacdo de germoplasma) e no melhoramento de espécies
agricolas e florestais (MORAIS et al., 2012; PINHAL et al., 2011; SOUZA et al.,
2008). O cultivo in vitro também possibilita a propagacdo de espécies que
possuam algum tipo de dorméncia e/ou recalcitrancia, facilitando a germinacéo
e a tornando mais uniforme com maior velocidade (PINHAL et al., 2011).

A micropropagacdo € a técnica mais utilizada quando o objetivo é a
producdo em larga escala de clones elite, pois em um curto periodo de tempo e
com espaco reduzido € possivel obter plantas livres de patdégenos, com o
mesmo material genético que a planta mae (CID, 2001). Essas técnicas séo
baseadas na totipotencialidade celular. Isso significa que uma célula vegetal ja
diferenciada pode manifestar a potencialidade de gerar um novo individuo
multicelular, voltando ao seu estado meristematico e redefinindo seu padréo de
diferenciacdo celular. Estas células apresentam este potencial quando sofrem
estimulos apropriados (TERMIGNONI, 2005; TORRES; CALDAS; BUSO,
1998).

O processo organogénico ocorre quando ha formacdo de gemas
adventicias a partir de tecidos que apresentam potencial morfogenético na
planta in vivo, mas que geralmente ndo se expressam. As gemas se originam
em locais diferentes do curso normal da planta e podem surgir de forma direta
ou precedida também pela formagéo de calos (CARVALHO et al., 2006).

Varios processos interferem no sucesso da micropropagacdo como tipo

e idade da planta mée, antecedentes genéticos, componentes nutricionais do



meio de cultivo, reguladores de crescimento e o ambiente no qual o explante
ficara exposto (GIRI et al., 2004; GRATTAPAGLIA et al., 1998).

O processo de micropropagacdo pode ser dividido nos seguintes
estagios: 0) selecdo e preparacdo da planta-matriz, etapa em que se
identificam plantas livres de contaminantes e as melhores fontes de explantes;
2) estabelecimento de cultura asséptica, a transferéncia do explante para o
meio de cultura; 3) producdo de propagulos adequados, quando ocorre a
producdo massiva de gemas, a partir da adicdo de citocininas ao meio de
cultura; 4) preparacao para crescimento no ambiente natural, diminuindo-se as
concentracbes de carboidratos no meio e promovendo o enraizamento por
meio do uso de auxinas; 5) transferéncia ao ambiente natural, ou
aclimatizacdo, que ocorre pela adaptacdo progressiva dos explantes ao
ambiente ex vitro (GEORGE & DEBERGH, 2008).

1.2.3.1. Multiplicacao

Técnicas baseadas na micropropagacdo de plantas podem ser
empregadas com sucesso para propagacdo massal, sendo uma ferramenta Uutil
para muitas espécies de importancia econdmica, produzindo plantas
idénticas(RADMANN et al., 2009).

A multiplicacdo in vitro, € a fase onde se objetiva propagar o material
vegetal sem a perda da estabilidade genética (PIERIK, 1990). Segundo
Grattapaglia & Machado (1998) e George (1996), a maioria das plantas
micropropagadas € obtida pela multiplicacdo de brotos axilares e a composicao
do meio de cultura é uma das varidveis que determinam o sucesso na
proliferacdo das partes aéreas.

No entanto, geralmente, somente o meio de cultivo ndo é capaz de
induzir os processos de diferenciacdo e desdiferenciacdo necessarios para a
inducdo de brotagbes laterais entre outros processos morfogenéticos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Para que este objetivo seja alcangado,
€ necessaria a utilizacdo de reguladores de crescimento vegetal, sendo que as
citocininas e auxinas sao 0os mais empregados na cultura de tecidos.

As citocininas sdo indispensaveis na divisdo celular, quebra da

dominancia apical, indugdo e proliferacdo de gemas axilares e diferenciagdo de



gemas adventicias (PREECE & SUTTER, 1991). A citocinina mais utilizada
para a inducédo de brotacdes é o BAP (6-benzilaminopurina) que induz alta taxa
de multiplicacdo. A ZEA (zeatina) e a CIN (cinetina) possuem estruturas
moleculares similares e ambas podem estimular a divisdo das células vegetais
(TAIZ & ZEIGER, 2004). J4 o TDZ (thidiazuron) promove o crescimento e a
desdiferenciacéo de tecidos (MATSUMOTO, 2000).

As auxinas, outro grupo de reguladores de crescimento fundamentais na
inducdo da divisdo celular e diferenciacdo de raizes, muitas vezes sao
utilizados nas fases de multiplicacdo para favorecer o alongamento das
brotacdes. Para a inducéo de raizes, o regulador de crescimento mais utilizado
€ 0 AIB (4cido indolbutirico) (SOUZA & PEREIRA, 2007). Quando o objetivo é o
alongamento de brotacdes usa-se AIA (acido indol-3-acético) e ANA (&cido
naftalenoacético) (BRONDANI et al., 2009). A inducdo de calos é realizada
geralmente com picloram e a indugdo de embries somaticos € obtida com o
uso de 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) (REIS et al., 2007; TITON et al., 2007).

Assim, o grande obstaculo da cultura de tecidos para a producdo de
mudas € o ajuste de um protocolo com um meio de cultivo que supra as

necessidades da planta tornando-a propicia a multiplicagdo em larga escala.

1.2.3.2. Alongamento

O alongamento dos entren6s € necessario quando o objetivo é
multiplicar as brotagdes induzidas em segmentos nodais. Caso este processo
nao ocorra naturalmente, é necessario utilizar reguladores de crescimento que
induzam a multiplicacdo e expanséo celular.

A auxina e a giberelina adicionadas ao meio de cultura pode promover o
aumento do comprimento dos brotos, devido ao estimulo da divisdo e
alongamento das células (ROCHA et al., 2009).

De acordo com Castro et al. (2001), as auxinas possuem funcdo de
ativar enzimas que irdo agir sobre constituintes das ligagcoes entre microfibrilas
de celulose presente na parede celular, ocasionando ruptura e aumento da
plasticidade, causando ao final a entrada de 4gua nas células e aumentando a

sua dimensao.
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Em conjunto com as auxinas, as giberelinas promovem a sintese de
enzimas, como a a-amilase, que possui fungdo de diminuir o potencial osmético
celular através da formacdo de glicose a partir do amido, proteases que
resultam na sintese de triptofano e formacdo de AIA, que aumentara a
plasticidade da parede celular, além de hidrolases e lipases (CASTRO et al.,
2001).

O alongamento das brotagcbes se faz necessario durante a
micropropagacao, pois brotacdes com entrends mais curtos torna-se um fator
limitante durante o processo de enraizamento, além de que explantes menores
possuem mais chances de sofrerem com processos oxidativos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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1.3.0OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo Geral

Objetivou-se estudar a germinacgao in vitro de sementes, a multiplicacéo

e alongamento in vitro de explantes de Guanandi.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Estabelecer os efeitos do osmocondicionamento com Nitrato de Potassio
(KNO3) na germinacéo de sementes de Guanandi;

e Estabelecer o melhor meio de cultura para a germinacdo de sementes
de Guanandi in vitro;

e Induzir a multiplicagdo de gemas laterais utilizando diferentes tipos de
citocininas em diferentes concentragoes;

e Alongar as brotagdes de Guanandi utilizando diferentes concentragdes
de GA:s.
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CAPITULO 2 — OSMOCONDICIONAMENTO E MEIOS DE CULTURA NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE GUANANDI

RESUMO - O Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) € uma espécie
nativa do Brasil, que ha aproximadamente 10 anos vem sendo utilizado em
plantios comerciais. Porém, a curta longevidade das sementes restringe sua
utilizacdo, causando desuniformidade na producdo e limitando a oferta de
mudas em determinadas épocas do ano. Objetivou-se avaliar o efeito do nitrato
de potassio (KNO3) no osmocondicionamento de sementes de Guanandi e
estabelecer o meio de cultura mais adequado para a germinagéo in vitro. Para
0 osmocondicionamento as sementes foram imersas em solugdes de nitrato de
potassio (KNO3) a 0%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 50%
e para estabelecer o melhor meio de cultura para a germinacdo e manutencao
de plantulas in vitro as sementes foram inoculadas em WPM, Y2WPM, MS,
»»MS e H,O. Os parametros analisados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pela analise de regressdo. Foi possivel
verificar que ha uma correlacdo entre a porcentagem de germinacdo e a
porcentagem de nitrato de potassio (KNO3), mostrando que aos 30, 45 e 60
dias a equacédo de regressao linear explica a variavel dependente (Y) ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste F. Aos 30 dias 82,86% da variagao de Y sé&o
explicadas pela regresséo. Aos 45 dias essa variagdo é de 83,5% e aos 60 dias
essa variacao é de 79%. Aos 15 dias os resultados ndo ajustaram a regressao.
Aos 30, 45 e 60 dias, a porcentagem de germinacao e o vigor das sementes
decresceram com relagdo ao aumento da concentracdo de KNO3. O tratamento
50% foi fitotoxico tornando inviavel a germinacdo das sementes. Com relacao
aos diferentes tipos de meio, ndo houve efeito significativo dos meios de cultura
para a porcentagem de germinacdo aos 15 e 30 dias e para o indice de
velocidade de emergéncia. Aos 15 dias a germinacao nado passou de 5% e aos
30 dias néo foi maior que 40%. Com relacdo ao desenvolvimento das plantulas,
a influencia dos meios de cultura também néo foi significativo para nenhum dos

parametros avaliados.

Palavras — chave: Dorméncia, germinacdo in vitro, nitrato de potassio,

recalcitrancia, tipos de meios.
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CHAPTER 2 - PRIMING AND CULTURE MEDIA IN GUANANDI SEED
GERMINATION

ABSTRACT - Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) is a Brazilian
native species that has been used in commercial plantations. Moreover, the
seed longevity restricts their commercial aplication by uniformity production and
seedlings limited supply over the year. The aimed of this work was evaluate
priming with potassium nitrate (KNO3) in Guanandi seed germination and
seedling growth and the most suitable culture medium for in vitro germination.
For priming the seeds were immersed in potassium nitrate solutions (KNO3) at
0%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25% and 50% and to establish
the best culture medium for germination and maintenance of in vitro plants,
seeds were inoculated in WPM, Y2WPM, MS, 2MS and H,O. The parameters
analyzed were subjected to analysis of variance and the means were compared
by regression analysis. It was possible to verify that there is a correlation
between the germination percentage and the percentage of potassium nitrate
(KNO 3), showing at 30, 45 and 60 days from the linear regression equation
explains the dependent variable (Y) at the level of 5% probability by F test at 30
days 82.86% of the variation of Y is explained by the regression. 45 days this
variation is 83.5% at 60 days and this variation is 79%. At 15 days, the results
did not fit the regression. At 30, 45 and 60 days, the percentage of germination
and seed vigor decreased with respect to the concentration of KNO3. Treatment
50% was toxic impeding the germination of seeds. Regarding the different types
of media, there was no significant effect of culture media for the germination
percentage at 15 and 30 days and the emergency speed index. 15 days
germination was no more than 5% and at 30 days was not greater than 40%.
Regarding the development of seedlings, the influence of the culture media was

also not significant for any of the evaluated parameters.

Key - words: Dormancy, in vitro germination, potassium nitrate, recalcitrance,

types of medium.
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2.1. INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro vem ocupando lugar de destaque na
economia nacional. (SILVEIRA et al., 2001). O Guanandi € uma espécie nativa
do Brasil que, desde 2005, vem sendo utilizado em plantios comerciais. Foi
escolhido pelas 6timas caracteristicas silviculturais e pela excelente qualidade
de madeira (TROPICAL FLORA, 2011).

A producéao de mudas é feita principalmente através da germinacéo das
sementes de Guanandi, que apresentam dorméncia tegumentar e as sementes
possuem caracteristicas de recalcitrancia (CARBALLO et al., 2004). A
dorméncia tegumentar das sementes de Guanandi € imposta fisica e
mecanicamente pela estrutura rigida que envolve o embrido. Em ambos os
casos, uma vez eliminadas as barreiras, o embrido esta fisiologicamente
preparado para retomar seus processos metabdlicos e germinar (SILVA;
VIEIRA; PANOBIANCO, 2014).

No entanto, a ocorréncia de adversidades ambientais entre a formacéo e
a colheita dos frutos, tais como geadas, estiagens e problemas fitossanitarios,
pode provocar a diminuicdo na oferta de mudas, em virtude das dificuldades de
manutencdo de estoques de sementes (RODRIGUES et al.,, 2009) que
apresentam comportamento recalcitrante, como as do Guanandi (CARBALLO
et al., 2004), jA que as sementes ndo suportam armazenamento por um longo
periodo.

Essas caracteristicas fisioldgicas provocam a curta longevidade das
sementes que restringe a sua germinacdo, devido a desuniformidade na
producdo e limitacbes na oferta de mudas em determinadas épocas do ano
(RODRIGUES et al., 2009).

Para aperfeicoar o estabelecimento das culturas em campo sao
necessarias sementes de elevada qualidade, capazes de germinar de forma
rapida e uniforme nas mais diferentes condi¢des climaticas. Muitas vezes, as
condicbes de clima e solo ndo favorecem o estabelecimento uniforme das
plantulas, gerando falhas no estande que comprometem a produtividade e a
qualidade final do produto (PEREIRA et al., 2008). No entanto, sdo poucas as
pesquisas voltadas para a obtencdo de alternativas viaveis e praticas para a

germinacao uniforme ou homogénea de sementes que sao recalcitrantes.
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Para tal, o uso de substancias inorganicas como o KNO3 e organicas
como o polietileno glicol (PEG) por serem osmoticamente ativas, reduz o
potencial hidrico da solucdo de embebicdo das sementes, e com isso permiti 0
controle do nivel de embebicdo, contribuindo para a maturacdo acelerada do
embrido e melhoria na germinacdo, pois supera a dorméncia por embrido
imaturo e contribui para caracteristicas de vigor das sementes (HEYDECKER,;
HIGGIS & TURNER, 1975). O KNO3 e outros sais permitem melhor aeracao da
solucéo, além de serem removidas com maior facilidade das sementes, apés o
tratamento (PEREIRA et al., 2012).

Estudos de meios de cultura que favorecam a germinacao in vitro de
espécie recalcitrantes e com varios tipos de dorméncia sdo importantes, tanto
para maximizar a taxa de germinacdo, como para obtencdo de plantulas
uniformes com qualidade genética e fitossanitaria adequada. O dominio de
melhores técnicas para a germinacdo € fundamental para embasar as
avaliacbes de laboratério e impulsionar a comercializacdo das sementes de
Guanandi. (SILVA; VIEIRA; PANOBIANCO, 2014).

Assim objetivou-se avaliar o efeito do nitrato de potassio (KNO3) no
osmocondicionamento de sementes de Guanandi e estabelecer o meio de

cultura mais adequado para a germinacao in vitro.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material Vegetal

Os frutos de Guanandi foram coletados de populacdes naturais, no
municipio de Cassia dos Coqueiros, SP, latitude 21° 16' 50" Sul e longitude:
47° 10" 20" Oeste, situada a 873 metros de altitude. Os frutos foram
despolpados e as sementes escarificadas manualmente (Figura 1) para

remocao do tegumento.
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Figura 1. Sementes de Guanandi. Semente com tegumento (a). Retirada parcial do
tegumento (b ¢). Semente escarificada manualmente (d). Barra de escala 1 cm.

2.2.2. Desinfestacdo das sementes

As sementes foram lavadas em agua corrente por aproximadamente
cinco (5) minutos. Em seguida, as sementes foram levadas para camera de
fluxo laminar onde ficaram imersas em alcool 70% (v/v) por 60 segundos e em
seguida em solucédo de hipoclorito de sédio (NaOCI) de 2 a 2,5% de cloro ativo
por 20 minutos e submetidas a triplice lavagem em agua destilada autoclavada

para desinfestacao.

2.2.3. Meios de Cultura

Apos desinfestacdo as sementes foram inoculadas em tubo de ensaio
contendo meio de cultura Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD & MCCOWN,
1980) com 20 g L™ de sacarose, para a germinacdo de sementes apds o
osmocondicionamento com nitrato de potassio. E meio de cultura WPM, WPM
com metade das concentracées de sais e 10 g L™ sacarose (¥2 WPM), meio de
cultura Murashige & Skoog (MS) com 30 g L™ de sacarose (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), e MS contendo metade da concentracdo dos nutrientes e 15 g
L™ sacarose (%2 MS) e 4gua destilada sem nenhum tipo de nutriente (H,0).

Os meios de cultura tiveram seu pH ajustado em 5,8 £ 1 (com excegéo

da agua), e solidificados com 0,7% de agar, em seguida foram autoclavados a
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120°C e 1 atm, durante 20 minutos. Depois de inoculados foram mantidas em
sala de crescimento a 25°C + 2°C de temperatura, irradiancia de 20 umol m?s’

! e fotoperiodo de 16 horas.

2.2.4. Efeito do osmocondicionamento com nitrato de potassio
(KNO3) na germinacao de sementes de Guanandi

As sementes foram pré-embebidas em solucdo de nitrato de potassio
(KNO3) nas concentragdes de: 0%, 0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%,
25% e 50%; com tempo de exposicdo de 24 horas a temperatura ambiente
totalizando onze (11) sendo o tratamento 0% como controle para o
osmocondicionamento.

ApoGs as 24 horas as sementes foram desinfestadas e inoculadas em
meio de cultura WPM.

Observacgdes diarias foram realizadas avaliando o indice de velocidade
de germinacéo (IVG), o indice de velocidade de emergéncia (IVE). Para avaliar
o IVG e o IVE, a germinacdo foi avaliada até a estabilizacdo, ou seja, 60 dias
com objetivo de obter a taxa méaxima de geminacao.

A porcentagem de germinacéo foi avaliada aos 15, 30, 45 e 60 dias.
Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram protrusao da
radicula e foi considerada emergéncia a protrusdo da parte aérea (+ 0,2 mm)
As sementes que apresentam somente protrusdo da parte aérea foram
consideradas plantulas anormais.

Aos 30 e 60 dias foram avaliados: numero de nds; nimero de gemas;
numero de folhas; nimero de raizes, o comprimento da plantula e da raiz

principal.

2.2.5. Efeitos de diferentes meios de cultura na germinacao de

sementes de Guanandi

As sementes escarificadas foram desinfestadas e inoculadas em meio
de cultura WPM, %2 WPM, MS, %> MS e HO0 totalizando cinco (5) tratamentos.

Em seguida foram mantidas em sala de crescimento por 30 dias.
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Observac0Oes diarias foram realizadas, avaliando o indice de velocidade
de germinacdo (IVG), o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e a
porcentagem de germinagdo apdés 15 e 30 dias. Foram consideradas
germinadas as sementes que apresentaram protrusdo da radicula e foi
considerada emergéncia a protrusdo da parte aérea (+ 0,2 mm). Aos 30 dias
foram avaliados: o0 numero de nds, o numero de folhas, o comprimento da

plantula e da raiz principal.
2.2.6. Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso (DIC), com 20
sementes por tratamento. Os dados foram submetidos & analise de variancia,
utilizando-se o teste F e as médias ajustadas pela analise de regressao
utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Efeito do osmocondicionamento com nitrato de potassio

(KNO3) na germinacao de sementes de Guanandi

Pela figura 2 € possivel verificar que ha uma correlacdo entre a
porcentagem de germinacdo e a porcentagem de nitrato de potassio (KNOj3),
mostrando que aos 30, 45 e 60 dias a equacao de regressao linear explica a
variavel dependente (Y) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Mas para
saber se é uma correlacdo forte é preciso analisar o (R% que representa a
porcentagem da variacdo Y em que estd sendo explicada pela equacdo de
regressdo. Quanto maior o R? melhor ela é explicada. Neste caso o valor de R?
aos 30 dias é de 0,8286. O que significa que 82,86% da variacdo de Y sao
explicadas pela regresséo ja que a variavel Y € dependente da variavel X. Aos
45 dias essa variacdo é de 83,5% ja que o R*é de 0,835. E aos 60 dias essa
variacdo de Y é de 79% uma vez que o valor de R? foi de 0,79. Aos 15 dias os
resultados ndo ajustaram a regressao entre as variaveis Y e X (Dados nédo

mostrados).
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Aos 30 dias, a porcentagem de germinagcdo decresceu com relacao ao
aumento da concentracdo de KNO3. A porcentagem de germinacao do controle
foi de 76%, e chegando a 0% na concentragéo de 50% de KNOs.

Apoés 45 e 60 dias o efeito do KNO3 continuou apresentando o mesmo
comportamento, com reducdo na germinacdo nas sementes tratadas com as
maiores concentracdes. O tratamento 50% foi fitotdxico tornando inviavel a
germinacao das sementes.

Nesse caso a analise mostrou que ha uma correlacdo e é possivel
explicar a variacdo da porcentagem de germinacédo por meio da concentracao
de KNOg3 a partir dos 30 dias, mostrando que de acordo com que se aumenta a

concentracdo de KNO3 a porcentagem de germinagéo é diminuida (Figura 2).

y=-0,1367x + 8,393 & 15dias
R?=0,8286

30 dias
y =-0,1418x + 9,0686 45 di
R2=0,835 1as
60 dias
y =-0,1398x + 9,4097
8 R2=0,79 - Linear (30 dias)
(S
©
E --------- Linear (45 dias)
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% . . \: ~o
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Figura 2. Analise de regressdo da porcentagem de germinacgdo, aos 15, 30, 45 e 60
dias, de sementes de Guanandi (Calophyllyum brasiliense Cambess) pré-embebidas
com diferentes concentracfes de KNOs.

Segundo Mwase & Mvula (2013), estimuladores quimicos, como 0 KNO;
aumentam a germinagdo por criar um balanco hormonal na semente que
promove a germinacdo, reduzindo os horménios que a inibem como o &cido
giberélico, no entanto, as sementes de Guanandi podem ser sensiveis ao

KNO:s.
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Os tratamentos com concentracbes mais elevadas apresentaram
inibicdo da germinagdo provavelmente devida a perda da viabilidade celular
causada por danos celulares até a morte das células (concentracdo 50%). Para
sementes de Salvia cyanescens, Yucel & Yilmaz (2009) confirmaram o efeito
inibitério nas concentracfes acima de 2% do KNO3 na germinacéao.

Shanmugavalli; Renganayaki; Menaka (2007) mostraram que as
sementes de sorgo embebido em nitrato de 0,5% e 1% de potassio (KNO3)
melhorou a germinacdo até 44%, mas novamente ndo foi um sucesso
completo.

Assim como a porcentagem de germinacgédo, o IVE e o IVG possuem
uma tendéncia linear decrescente com uma reducdo na velocidade de
germinacdo e emergéncia de acordo com o aumento da concentracdo de
KNOs. 87,51% da equacdo do IVE e 89,97% da equacdo do IVG sao
explicadas pelo ajuste na analise de regressdao mostrando que ha uma
correlacao forte (Figura 3).

X IVE y=-0,0029x +0,8299
R2=0,8751

""" ¢ IVG y=-0,0031x+0,8508
""" R*=0,8997

0,00 T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
KNO, %

Figura 3. Analise de regresséo do indice de velocidade de germinacéo (IVG) e indice
de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de Guanandi (Calophyllyum
brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes concentracdes de KNOs.

O KNOg3 é 0 quimico mais utilizado para promover a germinagéo (GASHI
et al., 2014). Essa solucdo € recomendada pela Regra de Analises de
Sementes (BRASIL, 2009), pela Association of Official Seed Analysts (AOSA) e
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pela International Seed Testing Association (ISTA) para testes de germinacao
de muitas espécies (COPELAND & MC DONALD, 1995).

O Nitrato no geral (como o0 KNO3) claramente estimula a germinagao de
sementes dormentes (ALBORESI et al., 2005). No entanto, para sementes de
Guanandi esse efeito ndo foi observado. O KNO3; também néo estimulou a
germinacao de Tulipa kaufmanniana Regel. nas concentracfes de 0,1; 0,2 e
0,3% (ROUHI; SHAKARAMI; AFSHARI, 2010).

Amri (2010) estudando o efeito do pré-tratamento com solucbes de
nitrato de potassio (KNO3) na germinacdo de sementes de Terminalia sericea
Buch ex Dc. Seeds nao obteve resultados significativos nos tratamentos com O,
2, 4, 6 e 8% de KNOj;. Ainda segundo Amri (2010) mesmo nao sendo
significativa, evidéncias a partir dos resultados mostraram diferencas
insignificantes no efeito do regime de imersao de diferentes concentracées de
KNO3; na porcentagem de germinacdo das sementes. A porcentagem de
germinacao foi reduzida com a concentra¢cao aumentada.

A figura 4 mostra que houve um ajuste do contraste na analise de
regressao para o tamanho das plantulas, mostrando que 89,54% das médias
sao explicadas pela equacédo aos 30 dias e que 92,13% sao explicadas aos 60
dias mostrando que o ajuste das médias € forte. Isso mostra que o vigor das
sementes no crescimento das plantulas possuem uma tendéncia linear
decrescente com o aumento das concentracfes de KNOs.

Quanto ao numero de nés (Figura 5) e o numero de gemas (Figura 6)
esse ajuste é ainda mais contrastante, uma vez que as médias mostraram um
ajuste de 90,72% e 91,08% respectivamente aos 30 dias e de 94,16% e
93,95% respectivamente aos 60 dias. Isso confirma ainda mais que com o
aumento da concentragdo de nitrato, o0 vigor das sementes e o0
desenvolvimento das plantulas sao diretamente afetados.

Com relagdo ao numero de folhas (Figura 7) e tamanho da raiz (Figura
8) nado foi diferente dos demais parametros avaliados. Houve um ajuste de
79,73% para o contraste do numero de folhas e de 87,96% no tamanho da raiz
aos 30 dias. E esse ajuste foi de 88,2% para o numero de folhas e de 89,17%
para o tamanho da raiz aos 60 dias. Esse ajuste mostra que em todos os

parametros avaliados a resposta sempre foi linear decrescente.
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Figura 4. Analise de regressao do crescimento das plantulas Guanandi (Calophyllyum
brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes concentracdes de KNOs.
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Figura 5. Analise de regressdo do numero de ndés no crescimento de plantulas
Guanandi (Calophyllyum brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes
concentracdes de KNOs.
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Figura 6. Analise de regressdo do numero de nés no crescimento de plantulas
Guanandi (Calophyllyum brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes
concentracoes de KNOs.
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Figura 7. Analise de regressdo do numero de folhas no crescimento de plantulas
Guanandi (Calophyllyum brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes
concentracdes de KNOs.
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Figura 8. Analise de regressdo do crescimento da raiz de plantulas Guanandi
(Calophyllyum brasiliense Cambess) pré-embebidas com diferentes concentrages de
KNO:.

O efeito do KNOj3 no vigor das sementes refletiu diretamente no
desenvolvimento das plantulas, pois as sementes tratadas com concentragdes
altas de KNOg originaram plantulas com menores taxas de crescimento ou no
maximo manteve todas as avaliacoes.

Isso mostra que economicamente ndo seria viavel a utilizagdo de nitrato
ja que o mesmo ndo apresentou efeito positivo para a aceleracdo da
germinacao, mas foi interessante para saber que a nao utilizacdo de nitrato de
potassio diminui os custos de producdo de plantulas de Guanandi atravées de
suas sementes.

Em experimentos anteriormente realizados, com sementes coletadas em
outros épocas e locais, houve uma homogeneizacdo na germinacdo na
concentracdo de 25% de KNOj;, verificando-se que para sementes
recalcitrantes a época de coleta pode estar relacionada com o vigor das
sementes.

As sementes osmocondicionadas com KNO3; apresentam uma tendéncia
linear decrescente com relagdo ao aumento da concentragéo principalmente a

partir dos 30 dias e esse comportamento se mantem até os 60 dias.
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Todos os trabalhos encontrados em que se tratava de
osmocondicionamento ou condicionamento osmotico com algum tipo de
solugcdo, os autores sO relataram os efeitos na germinagdo, ndo sendo
relatados os efeitos no crescimento das plantulas, os numeros de nés e gemas,
o numero de folhas e nem o tamanho de raiz dificultando assim a comparacéo

dos resultados com outros autores.

2.3.2. Efeitos de diferentes meios de cultura na germinacéo de

sementes de Guanandi

N&o houve efeito significativo dos meios de cultura para a porcentagem
de germinacdo para os 15 e 30 dias para o indice de velocidade de
emergéncia. Observou-se que aos 15 dias a germinacao nao passou de 5% e

que aos 30 dias n&o foi maior que 40% (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinacao e indice de velocidade de emergéncia de
sementes de Guanandi (Calophyllyum brasiliense Cambess) inoculadas em diferentes
meios de cultura.

Meio de Porcentagem Porcentagem indice de

cultura de de Velocidade
Germinagdo Germinagao de

(15 dias) (30 dias) Emergéncia
Agua 5% a 40% a 0.097 a
MS 0% a 35% a 0.072 a
Y2 MS 0% a 35% a 0.099 a
WPM 0% a 15% a 0.037 a
Y2 WPM 5% a 15% a 0.048 a

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si a 0,5% de significancia pelo teste Tukey.

Almeida et al., (2013) observaram que na auséncia de sais, ou seja,
apenas agua e no meio %2 MS com 30 g L-1 de sacarose houve maior
porcentagem de germinacao de plantulas normais de Jenipapeiro. Resultados



31

semelhantes aos de Almeida et al., (2013) foram observados por Lédo et al.,
(2008b) para a germinacao in vitro de moringa nativa do Norte da india e por
Lédo et al., (2007) para germinacado de Mangaba nativa da regido do Nordeste.
Em ambos os meios com apenas agua e Y2 MS também obtiveram melhores
resultados, o que n&o foi observado para Calophyllyum brasiliense.

Com relagdo ao desenvolvimento das plantulas, a influencia dos meios
de cultura também néo foi significativo para nenhum dos parametros avaliados.
O tamanho do caule, o nimero de gemas, o numero de folhas e o tamanho da
raiz nao diferiram em nenhum dos tratamentos (Tabela 2).

Barin et al.,, (2012) observou que 0s meios com apenas &agua
proporciona 100% de germinacdo in vitro e o0 meio Y MS maior
desenvolvimento em altura de plantulas de cambuizeiro (Myrciaria tenella O.
Berg) diminuindo assim os custos de producdo, por demandarem menor
concentracéo dos sais para o desenvolvimento de plantulas.

Durante o cultivo in vitro, as solucfes de sais e aglcares que compdem
0s meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas influenciam
no crescimento celular e na morfogénese por meio de propriedades osmoéticas

(ALMEIDA et al., 2013), o que ndo observamos para Calophyllyum brasiliense.

Tabela 2. Crescimento das plantulas de Guanandi (Calophyllyum brasiliense
Cambess) 30 dias apos inoculadas em diferentes meios de cultura.

Meio de  Tamanho Numero NuUmero Tamanho

cultura do caule de de daraiz
(cm) gemas folhas (cm)

Agua 4,95 a 2,40 a 15a 1,78 a
MS 2,69 a 2,35a 1,25a 1,27 a

% MS 3,18 a 2,70 a 150a 1,73 a
WPM 1,67 a 1,20 a 0,65a 1,41 a

Y2 WPM 144 a 1,30 a 0,65a 151a

Letras iguais na coluna néo diferem entre si a 0,5% de significancia pelo teste Tukey.
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Segundo Dodd & Donovan (1999), a presenca de uma concentracao
maior ou menor de sais, ou outros compostos osmoticamente ativos, no meio
de germinacgédo, levando-se em consideracdo a espécie e o potencial osmético
de suas sementes, podera ser o fator responsavel na adequada hidratacéo
destas. Logo, podera viabilizar ou inviabilizar a ocorréncia do processo
germinativo, a partir de uma embebicdo adequada ou néo.

De acordo com Almeida et al., (2013) h4 um menor comprimento da
parte aérea dos explantes mantidos na auséncia de sais e sacarose quando
comparado com o meio ¥ MS com 30 g L™ de sacarose. Apesar do baixo custo
proporcionado pelo meio na auséncia de sais, 0 meio % MS com 30 g L™ de
sacarose também é promissor pelo vigor apresentado pelas plantulas, pois, na
auséncia de sais houve um menor comprimento da parte aérea, mesmo esses
dados ndo apresentando diferenca significativa ap0s os testes estatisticos
realizados pelos autores.

Com relacdo ao Guanandi, a presenca de sais e sacarose no meio ndo é
necessaria, jA que o mesmo ndo apresentou diferenca no vigor apresentado
pelas plantulas, mostrando assim que € possivel diminuir os custos de
produgédo, por ndo demandarem necessidade de concentragdo de sais para o
seu desenvolvimento.

Considerando que os cotilédones tém a funcdo de armazenar
substancias de reservas até a plantula tornar-se autotrofica, a presenca de
solucdo nutritiva no meio externo torna-se dispensavel para o crescimento
inicial de plantulas (LEDO et. al., 2008a). Isso explica o0 motivo de em ambos 0s
experimentos realizados no presente trabalho: o tratamento controle do
osmocondicionamento e apenas agua nos diferentes tipos de meio, terem
apresentado resultados superiores ou iguais aos demais tratamentos, em todos
0s parametros analisados. Outra informacdo que pode explicar esses
resultados sdo os cotilédones de Guanandi que sdo proporcionalmente
grandes.

Com isso, os custos com a produgdo de mudas de Guanandi s&o
reduzidos, uma vez que ndo é necessaria a utilizacdo de meios pra sua

germinacao e desenvolvimento.
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2.5. CONCLUSAO

Sementes tratadas com nitrato de potassio (KNO3) tém sua germinacao
e seu vigor reduzido com o aumento da concentracdo dos sais no
osmocondicionamento.

O tratamento controle foi igual aos demais tratamentos em todos os
parametros analisados. Se tornando melhor por ndo demandar custo na sua
producao.

O meio de cultura com auséncia de sais S840 0S mais propicios para a
germinacao e desenvolvimento uma vez que néo diferiu dos demais meios

diminuindo assim o custo de sua produgéao.
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CAPITULO 3 — MULTIPLICACAO E ALONGAMENTO DE SEGMENTOS
NODAIS DE GUANANDI

RESUMO - A micropropagacao representa uma alternativa para producédo de
mudas em situacdes onde ha baixo percentual de emergéncia, a semente é
insumo limitante, sendo dificil o processo de obtencdo de mudas através de
sementes. Uma das formas de estimular o alongamento das brotaces € por
meio da adicdo de Acido Giberélico (GA3) ao meio nutritivo. Objetivou-se com
este trabalho a multiplicacéo e alongamento in vitro de Calophyllum brasiliense
Cambes. Para a multiplicagdo utilizou-se diferentes concentragbes de, 6-
benzilaminopurina (BAP) (2; 4,4; 8 e 16 uM), cinetina (CIN) (4, 6, 8 e 16 uM ),
6-y-y-(dimetilalilamino)-purina (2-iP) (8 e 16 uM) e tidiazuron (TDZ) (0,91, 2,27;
4; 8 e 16 pM) e um tratamento sem nenhum tipo de citocinina como
testemunha, para o alongamento das multiplicagbes foram utilizados diferentes
concentracdes de GA3 (0, 5, 10 e 20 uM). Os tratamentos de multiplicagcdo néo
apresentaram diferenca significativa para o tamanho médio das brotacoes,
namero médio de gemas e o numero de folhas aos 30 e 60 dias. Aos 30 dias,
os explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura WPM, nao
apresentaram interagdo entre as diferentes concentrages de acido giberélico
(GA3) e as condicbes de Iluminosidade. Com relacdo as diferentes
concentracfes de GAg, nas diferentes condicbes de luminosidade os explantes
mantidos na luz apresentou maior tamanho meédio de brotos, maior numero de
brotos e folhas e menor taxa de oxidacdo comparada com os mantidos no

eSCcuro.

Palavras — chave: Citocininas, giberelina e propagacao in vitro.
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CHAPTER 3 — MULTIPLICATION AND STRETCHING NODAL SEGMENTS
OF GUANANDI

ABSTRACT - Micropropagation represents a alternative to produce seedlings
of plants that presents seeds with low emergence percentage, the seeds
production is low Vegetative propagation techniques are important to get
genetically uniform plant material, suitable for industrial processes. One way to
stimulate shoots growth is through the addition of gibberellic acid (GA3) to the
culture medium. The aim of this work was to establish protocols for in vitro
multiplication and elongation of Calophyllum brasiliense Cambess. For the
multiplication were used different concentrations of BAP (2; 4,4, 8 and 16 puM),
CIN (4, 6, 8 and 16 pM), 2-iP (8 and 16 uM) and TDZ (0.91, 2.27, 4, 8 and 16
puM) and treatment without any cytokinin as a control. For the elongtion were
used different concentrations of GAz (0, 5, 10 and 20 uM). The multiplication of
treatment showed no significant difference in the average size of the shoots,
average number of buds and number of leaves at 30 and 60 days. At 30 days,
the explants Guanandi cultured in WPM medium showed no interaction
between the different concentrations of gibberellic acid (GA 3) and lighting
conditions. With regard to different concentrations of GA3, in different lighting
conditions the explants kept in light showed higher average size of buds, the
greater number of shoots and leaves and smaller oxidation rate compared to

those kept in the dark.

Key - words: Cytokinins, gibberellin and in vitro propagation.
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3.1.INTRODUCAO

O Guanandi (Calophyllum brasiliensis Cambeaedes) € uma espécie
florestal nativa do Brasil e de elevada importancia econdmica, devido a alta
qualidade da madeira e as propriedades medicinais (BRENZAN et al., 2012).
No entanto, a propagacao do Guanandi é realizada através da germinacgédo de
semente que possuem reduzida taxa de germinacéo (XAVIER et al., 2003).

A micropropagacao representa uma alternativa para producao de mudas
em situacdes onde se deseja obter material vegetal geneticamente uniforme,
adequado a processos industriais (OLIVEIRA et al., 2003). O uso da cultura de
tecidos para a propagacéao de plantas é a aplicacdo mais amplamente utilizada
desta tecnologia (SMITH, 2000).

O sucesso do cultivo in vitro esta diretamente relacionado com a
manipulacdo isolada ou combinada de reguladores de crescimento. Segundo
Melo et al. (2001), o cultivo in vitro sem reguladores de crescimento € quase
impraticavel, e a adicdo destes aos meios de cultivo desempenha a fungéo de
suprir provaveis deficiéncias enddgenas de hormbénios nos explantes. Para o
uso pratico da micropropagacdo € necessario aperfeicoar as condi¢cdes de
cultivo para cada espécie ou genotipo. Dentre os fatores que mais influenciam
a maximizacdo do potencial genotipico in vitro, estdo as auxinas e as
citocininas (ROGALSKI et al., 2003).

A utilizacdo de reguladores de crescimento, como as citocininas, é
indispensavel para indugcédo de divisdo celular, quebra da dominancia apical,
inducdo e proliferacdo de gemas axilares e diferenciacdo de gemas adventicias
(JARDIM et al., 2010).

Um dos reguladores de crescimento mais comumente utilizados na fase
de multiplicacéo € a 6-benzilaminopurina (BAP) (FRAGUAS et al., 2004), e é a
que proporciona, em geral, os melhores resultados na multiplicacéo in vitro de
diversas espécies (SANTOS et al., 2006), além de ser economicamente mais
viavel que outras fontes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; ROCHA et al.,
2009). Existem outras citocininas que também séo utilizadas na multiplicacéo
como o thidiazuron (TDZ) que tem sido utilizado para a multiplicacédo de gemas
axilares de espécies lenhosas durante a micropropagacdo (GRACA et al.,
2001).
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Apbés o processo de multiplicacdo € necessario o alongamento das
brotacdes formadas para que se evite a oxidagdo desses explantes por serem
muito pequenos. Uma das formas de estimular o crescimento e alongamento
dessas brotacées € por meio da adicdo de Acido Giberélico ao meio nutritivo e
o mais utilizado é o GAs, 0 qual promove o aumento do comprimento das
brotacbes, pelo estimulo da divisdo e alongamento das células (METRAUX,
1987).

Um dos fatores que afeta o alongamento in vitro de brotacdes esta
relacionado ao efeito residual de BAP, utilizado durante a fase de multiplicacédo
de gemas em subculturas sucessivas (GRATTAPAGLIA et al., 1987). Outro
fator é a producdo de compostos fendlicos que € o problema principal do cultivo
in vitro de plantas lenhosas (GEORGE et al.,, 2008), pois reduz muito seu
potencial de estabelecimento e propagacéao in vitro.

Assim, objetivou-se a multiplicacdo e alongamento in vitro de explantes

de Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess.).

3.2.MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material Vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade Federal de Goids — Regional Jatai.

Para o experimento de multiplicacdo foram utilizados segmentos nodais,
com cerca de 1 cm de comprimento, contendo um par de gemas axilares
excisados de plantulas germinadas in vitro.

No experimento de alongamento foram utilizados os explantes oriundos
da multiplicacéo in vitro do experimento anterior apés ficarem 15 dias em meio
de cultura sem reguladores para limpeza dos explantes.

Os experimentos de multiplicacdo foram feitos simultaneamente com os
de germinacado, em funcdo da recalcitrancia das sementes ndo sendo esperado

o resultado de melhor meio de cultura para esses experimentos.
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3.2.2. Efeito de diferentes tipos e concentracfes de citocininas e

inducao de brotacdes em gemas axilares de Guanandi

Em camara de fluxo laminar, os segmentos foram inoculados em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura Wood Plant Medium WPM
(LLOYD & MCCOWN, 1980) acrescido de 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de &gar,
1 g L™ de PVP e diferentes concentracées de 6-benzilaminopurina BAP (2; 4,4;
8 e 16 uM), Cinetina CIN (4, 6, 8 e 16 uM ), 6-y-y-(dimetilalilamino)-purina 2-iP
(8 e 16 uM) e tidiazuron TDZ (0,91; 2,27; 4; 8 e 16 uM) e um tratamento sem
nenhum tipo de citocinina como controle, com todos os tratamentos isolados
nao tendo nenhuma interacdo entre as citocininas, totalizando 15 tratamentos
com 20 repeticdes cada. O pH das solu¢gdes foram ajustado para 5,8+ 1 e,
posteriormente autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos. Apds a
inoculacéo, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25+2 °C.

Aos 30 e aos 60 dias foram avaliados o tamanho médio da brotacao,
namero de folhas e o niumero médio de gemas em cada brotacéo.

O experimento foi distribuido por delineamento inteiramente casualizado
e os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o teste F e
as médias comparadas Teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o
software Sisvar (FERREIRA, 2011).

3.2.3. Efeito do GA3 no alongamento de brotacdes

Os explantes oriundos da multiplicacdo in vitro foram subcultivadas
durante 15 dias em meio basico Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD &
MCCOWN, 1980) antes de se iniciar os tratamentos, a fim de se retirar efeitos
residuais de reguladores de crescimento que outrora eram presentes. Em
seguida, os explantes foram inoculados no meio WPM basico suplementado de
PVP (polivinilpirrolidona) (1,0 g.L %), sacarose (20 g.L %), &gar (7 g.L %) e com
acido giberélico (GA3) utilizadas nas concentracdes de OuM, 5 uM, 10 uM ou 20

uM totalizando 4 tratamentos com 20 repeticdbes cada, e tiveram seu pH
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ajustado em 5,8 + 1, antes da autoclavagem a 120°C e 1 atm, durante 20
minutos.

Os tratamentos foram feitos duplicados para que um fosse mantido
constantemente no escuro a 25°C + 2°C e o outro mantido em sala de
crescimento a 25°C com variacdo de + 2°C de temperatura, irradiancia de 20
umol m? s e fotoperiodo de 16 horas. Aos 30 e aos 60 dias foi avaliado o
tamanho médio dos brotos, numero de brotos, niamero de folhas e
porcentagem de oxidagao.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso (DIC), com 20
repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
utilizando-se o teste F e as médias comparadas Teste Tukey a 5% de
probabilidade utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Efeito de diferentes tipos e concentracfes de citocininas e
inducao de brotacdes em gemas axilares de Guanandi

Os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa e as médias
estdo apresentadas na Tabela 1 para o tamanho médio das brota¢des, nimero
médio de gemas e o numero médio de folhas aos 30 dias.

Com relacdo aos numeros de gemas as variacées foram de 1,8 a 2,65
isso quando comparadas cada tipo de citocinina em cada concentracdo. As
brotacBes tiveram seu tamanho médio variando entre 0,3 e 0,54 cm. O nimero
de folhas variou entre 0 e 0,6. O tratamento suplementado com 4 uM de CIN,
nao foi encontrada nenhuma folha formada aos 30 dias.

Segundo George e Debergh (2008), segmento nodal é o tipo mais
simples de explante, requerendo apenas que ocorra 0 desenvolvimento das
gemas. No caso de plantas lenhosas, a utilizacdo de segmentos nodais €&
indicada a fim de estimular o desenvolvimento das gemas e contornar a
recalcitrancia das sementes da maioria destas espécies, eliminando problemas
associados a dorméncia, crescimento sazonal e desenvolvimento lento
(SMITH, 2000).
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Tabela 1. Tamanho médio de brotacdo (cm), nimero médio de gemas e numero
médio de folhas em explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura contendo
diferentes concentracdes de diferentes tipos de citocininas aos 30 dias.

Citocininas Concentragao Tamanho Ndamero médio Namero
(UM) meédio de de gemas medio de

brotacado (cm) Folhas

Controle 0 0,42 a 2,50 a 0,6a

0,91 0,48 a 2,15a 0,20 a

2,27 0,54 a 2,65a 0,10 a

TDZ 4 0,37 a 1,90 a 0,25 a

8 0,41 a 2,35a 0,50 a

16 0,30 a 1,80 a 0,05 a

4 0,48 a 2,55a 0,00 a

CIN 6 0,76 a 2,35a 0,50 a

8 0,48 a 2,20 a 0,25a

16 0,49 a 2,30 a 0,20 a

2 0,40 a 2,10a 0,35a

BAP 4,4 0,45 a 2,45 a 0,10 a

8 0,41 a 2,30 a 0,30 a

16 0,44 a 2,15a 0,35a

2ip 8 0,46 a 2,40 a 0,35a

16 0,50 a 2,55 a 0,30 a

Letras iguais na coluna significam que ndo houve diferenca estatistica pelo teste
Tukey a 5% (p<0,05). 6-benzilaminopurina (BAP), Cinetina (CIN), 6-y-y
(dimetilalilamino)-purina (2-iP) e tidiazuron (TDZ).

Aos 60 dias, todos os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tamanhos médio das brotacdes, o numero médio de
gemas e o numero meédio de folhas e as médias comparadas estao
apresentadas na tabela 2.

Com relacdo aos numeros de gemas as variacdes foram de 2,6 a 4,0
gemas, isso quando comparadas cada tipo de citocinina em cada
concentracdo. As brotacdes tiveram seu tamanho médio variando entre 0,58 e
1,02 cm (Figura 1). O numero de folhas variou entre 0 e 1,3 folhas. Assim como
nos 30 dias, o tratamento suplementado com 4 uM de CIN, também né&o foi

encontrada nenhuma folha formada aos 60 dias
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Tabela 2. Tamanho médio de brotacdo (cm), numero médio de gemas e numero
médio de folhas em explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura contendo
diferentes concentracdes de diferentes tipos de citocininas aos 60 dias.

Citocininas Concentracao Tamanho Ndamero médio Namero
(LM) medio de de gemas meédio de
brotacdo (cm) Folhas

Controle 0 0,76 a 3,00 a 04a

0,91 0,75 a 3,05a 0,2a

2,27 0,96 a 3,90 a 0,7a

TDZ 4 0,88 a 3,75 a 09a

8 1,02 a 3,75a 1,3a

16 0,69 a 3,60 a 1,2a

4 0,58 a 2,70 a 0,0a

CIN 6 0,59 a 2,65 a 0,7 a

8 0,58 a 2,60 a 0,2a

16 0,81 a 2,80 a 0,2a

2 0,74 a 3,65a 1,2a

BAP 4,4 0,71a 3,20 a 0,5 a

8 0,88 a 3,45a 1,1a

16 0,72 a 3,30 a 0,9a

2ip 8 0,66 a 3,85a 0,5a

16 0,78 a 4,00 a 0,7a

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica pelo teste Tukey a 5%
(p<0,05). 6-benzilaminopurina (BAP), Cinetina (CIN), 6-y-y (dimetilalilamino)-purina (2-
iP) e tidiazuron (TDZ)

Figura 1. Brotacdes de Guanandi em meio de cultura WPM, desenvolvidas sem
adicao de nenhum tipo de Citocininas.
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A figura 2 ilustra a formacdo de brotacdes nas gemas axilares dos

explantes, mostrando que nao ocorreu diferenca entre os tratamentos mesmo

apo6s 60 dias de inoculagéo.

Figura 2. Brotagbes de Guanandi em meio de cultura WPM, desenvolvidos com 0s
tipos de Citocininas. A) BAP - 6-Benzilaminopurina; B) TDZ - Thidiazuron; C) 2Ip -
Isopenteniladenina; D) CIN — Cinetina.

Almeida et al., (2009) testou o efeito das citocininas BAP, CIN e 2iP, em
Crossandra infundibulisformis Nees cv. Mona Wallhead, Figueiredo et al.,
(2008) utilizou 2iP, BAP e Zeatina em [Chaenomelis jap6nica (Thunb.) Lindl. ex
Spach cv. Andramig 1], e ambos obtiveram maior percentagem de brotac&o
com BAP, no estabelecimento in vitro.

Furtado et al. (2007) ndo encontrou muitas diferencas na utilizacdo de
TDZ, BAP e CIN, na regeneracao in vitro de amendoim (Arachis hipogaea L.) e
Oliveira et al. (2008) encontrou mais eficiéncia no uso de 2iP na multiplicacdo
in vitro de mandacaru (Cereus jamacaru P.DC.).

Quando comparamos as figuras 1 e 2 vimos que nao apresentam
diferengas no desenvolvimento das brotagfes. Portanto, os fitorreguladores
utilizados ndo foram eficientes no desenvolvimento das gemas axilares para a
formacdo dos brotos de Guanandi, necessitando dessa forma novos testes

para uma producdo massal.
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3.3.2. Efeito do GA3 no alongamento de brotacdes

Aos 30 dias, os explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura
WPM, ndo apresentaram interacdo entre as diferentes concentracdes de acido
giberélico (GA3) e as condi¢cdes de luminosidade. Com relacdo as diferentes
concentracbes de GA; ndo houve diferenca para os parametros niumeros de
brotos, tamanho médio dos brotos e quantidade de folhas, no entanto houve

maior taxa de oxidac&o devido a presenca de GAz (Tabela 3).

Tabela 3. Tamanho médio dos brotos (cm), niumero de brotos, numero de folhas,
porcentagem de oxidagdo em explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura
contendo diferentes concentracdes de acido giberélico aos 30 dias mantidos em
condi¢cdes de luminosidade.

GA;3(UM) Tamanho Numeros de  Numero de Oxidagéao
meédio de brotos folhas

brotos (cm)

0,46 a 0,46 a 0,78 a 0,53 a
0,62 a 5,80 a 0,64 a 0,17 b
10 0,62 a 5,14 a 0,82 a 0,35ab
20 0,66 a 5,50 a 0,67 a 0,25 ab

Letras iguais na coluna significam que ndo houve diferenca estatistica pelo teste de
Tukey a 5% (p<0,05).

As maiores taxas de oxidacédo foram observadas nas concentracdes de
0, 10 e 20 uM (Tabela 3). A oxidacao fendlica € um dos pontos que dificultam o
estabelecimento inicial do cultivo in vitro, por ocorrer a liberacdo de compostos
fendlicos devido a injuria causada nos tecidos e explantes. Algumas enzimas
oxidam os fendis formando quinonas, que sdo responsaveis pela coloracdo
marrom das culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e morte dos
explantes em grande namero de espécies (Flores et al., 1998).

Com relacdo as diferentes condigcbes de luminosidade os explantes
mantidos na luz apresentaram maior tamanho médio de brotos, maior numero
de brotos e folhas e menor taxa de oxidacdo (Tabela 4) comparada com os

mantidos no escuro.
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Tabela 4. Tamanho médio dos brotos (cm), nidmero de brotos, niumero de folhas,
porcentagem de oxidacdo em explantes de Guanandi cultivados em duas condicbes
de luminosidade aos 30 dias.

Ambiente Tamanho Numero de Numero de Oxidacéao
meédio de brotos folhas

brotos (cm)

Luz 0,89 a 7,6 a 1,19 a 0,14 b
Escuro 0,29b 2,6b 0,26 b 0,51a

Letras iguais na coluna significam que ndo houve diferenca estatistica pelo teste de
Tukey a 5% (p<0,05).

Apos 60 dias, os explantes cultivados em diferentes concentragbes de
acido giberélico (GA3) apresentaram diferencas quanto ao tamanho médio de
brotos, sendo que os maiores brotos foram observados no tratamento sem
adicao de GA3 (0,75 cm) (Tabela 5), diferente do alongamento de brotacbes de
Rollinia mucosa que € necessario a adicdo do GA3; (FIGUEIREDO, et al.,
2001). Assim como no desenvolvimento in vitro de brotagcdes de Moreira
(Maclura tinctoria (L.) Don ex Steud.) que a utlizaggdo de GA; em
concentracbes que variam de 1 a 6 mg L-1 favoreceu o seu crescimento
(GOMES, 1999).

Tabela 5. Tamanho médio dos brotos (cm) de Guanandi cultivados em meio de cultura
contendo diferentes concentracbes de acido giberélico com o desenvolvimento em
ambiente controlado aos 60 dias.

GA3 (UM) Tamanho
meédio de

brotos (cm)

0 0,75 a
5 0,38 ab
10 0,65 ab
20 0,37b

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05).

As giberelinas aumentam tanto a divisdo celular como o alongamento
celular, porque aumentam o nimero e o comprimento das células (Rodrigues &

Leite, 2004). Estes efeitos ocorrem devido a acédo das giberelinas controlarem a
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plasticidade da parede celular, através do controle da acdo de determinadas
enzimas, que podem regular o fluxo de agua nas células durante a expansao
(Daykin et al.,1997). Mas a acao de uma substancia reguladora de crescimento
depende de fatores ambientais, concentracdo utilizada e espécie ou cultivar
tratada (Schmidt et al., 2003). Assim sendo, dependendo da concentragéo
utiizada de &cido giberélico para o desenvolvimento de plantas, pode
ocasionar em um resultado diferente do que é esperado, como observado para
0 Guanandi.

Quanto ao numero médio de brotos, os explantes mantidos em 0 de GA;
e na luz apresentaram maior taxa de brotacdo (13 brotos) e niumero de folhas,
diferindo dos demais tratamentos (Tabela 6). O efeito do GA3 na proliferagéo
de brotacBes varia conforme a interacao existente com outros reguladores de
crescimento, dependendo da espécie que estd sendo micropropagada
(George, 1996).

Tabela 6. Numero de Brotos, numero de folhas, porcentagem de oxidacdo em
explantes de Guanandi cultivados em meio de cultura contendo diferentes
concentracdes de &cido giberélico com o desenvolvimento em ambiente controlado
aos 60 dias.

GA3(UM) Ambiente Numero Numero de Oxidacéo
medio de folhas
brotos
Luz 13 a 4,3 a Ob
Luz 57b 1,16 b 0,4a
10 Luz 85b 1,8b 0,08 ab
20 Luz 6,5b 12b 0,33 ab
Escuro 2,6 AB 0A 0,6 AB
Escuro 0,6 AB 0A 0,91 A
10 Escuro 43 A 0A 0,33B
20 Escuro 0B 0A 1A

Letras iguais maiusculas e letras iguais mindsculas na mesma coluna, significam que
nao houve diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).

Foi observado em Ficus carica L., onde houve redu¢cdo no numero de
brotos com o aumento da concentracdo de GAs (FRAGUAS et. al., 2004), por
outro lado, para Arnica (Lychnophora pinaster Mart.) o melhor alongamento dos
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brotos ocorreu quando os brotos foram deixados na presenca de 3 mg-L-1 de
GA; por 19 dias.

A presenca de GA; no meio de cultura promoveu um melhor
desenvolvimento dos eixos caulinares e das folhas, tornando mais facil a
individualizagdo, aproveitamento e contagem das brotagbes de Cordia
trichotoma (MANTOVANI et. al., 2001).

Observando os diferentes ambientes de desenvolvimento, foi possivel
perceber que os explantes que foram mantidos em fotoperiodo de 16 h,
apresentaram maior namero de brotos (13) e folhas (4,33), quando comparado
com os explantes desenvolvidos na auséncia de luz (Tabela 6). Como as
concentragcbes de 0 e 10 yM de acido giberélico foram as melhores para os
dois tipos de desenvolvimento, a falta de luminosidade nédo proporcionou
formacdo de folhas, demonstrando o quanto a luz influéncia no comportamento
da planta.

Portanto, o fotoperiodo é importante para o alongamento in vitro de
Guanandi. Existem relativamente poucos estudos e publicacdes acerca dessa
variavel necessitando de mais estudos comparativos entre o fotoperiodo e o
GAs.

A taxa de oxidagao foi maior no desenvolvimento na auséncia de luz
para Calophyllum brasiliensis Cambess, onde o mesmo comportamento foi
observado no cultivo no escuro de embrides de guarirobeira, sendo

desfavoravel para o controle da sua oxidacdo (MELO et al., 2001).
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3.4.CONCLUSAO

Com relagdo a multiplicacdo para o Guanandi, nenhuma concentracdo
das citocininas utilizadas foram positivas para o tamanho médio das brotacoes,
namero de gemas e numero de folhas tanto aos 30 quanto aos 60 dias.

Para o alongamento do Guanandi, o ambiente controlado com
fotoperiodo € o mais favoravel para o tamanho médio de brotos, numero de
brotos, numero de folhas e oxidacdo. O ambiente escuro demonstra possiveis
resultados negativos para a oxidacdo, numero de folhas, numero de brotos e
tamanho médio de brotos.

Esses dados demostram que a multiplicagdo e alongamento de

explantes de Guanandi necessitam de maiores estudos.
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3.5.CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Calophyllum brasiliense conhecida como Guanandi por ser
uma espécie lenhosa e suas sementes serem recalcitrantes, necessita de mais
estudos principalmente com relacéo a sua recalcitrancia.

A germinacdo in vitro mostrou que o0 uso de nitrato de potassio no
osmocondicionamento ocorreu uma tendéncia linear decrescente. A medida
gue aumenta a concentracdo de nitrato diminui a germinacdo das sementes.
Isso implica que ndo seria necessaria a utilizacdo de nitrato uma vez que as
sementes que nao tiveram nenhum tratamento mostraram-se semelhante aos
tratamentos aos demais tratamentos. Isso pressupde que ndo ha necessidade
da utilizacdo de nitrato no pré-tratamento diminuindo assim o custo de
producao.

Ja4 com relacdo aos diferentes tipos de meios de cultura, ndo foram
significativas as diferengas, mostrando ser mais viavel a ndo utilizagdo de sais
e sim apenas a agua gelificada como meio para germinagcdo, com a intencao
de diminuir os custos de producao.

Seriam necessarios mais estudos com relacdo as sementes de
Guanandi uma vez que resultados de estudos anteriores se mostrou favoraveis
a utilizacdo de nitrato na aceleracdo da germinagcdo. Isso mostra que
provavelmente a época de coleta e o local estdo diretamente relacionados com
0 vigor da semente.

Os resultados mostrados na multiplicagdo e no alongamento, por nao
diferirem entre si requer um novo balanco hormonal, j& que esses nao foram
suficientes para o objetivo inicial que era 0 aumento do numero de brotos e 0

alongamento desses brotos.
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