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PROPAGAGAO IN VITRO DE ANDIROBA (Carapa guianensis AUBLET).

Autor: Hélio Leonardo Moura Brandao
Orientador: Prof. Dr. Paulo de Tarso Barbosa Sampaio

RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo de propagagao in vitro de
Andiroba (Carapa giuanensis Aublet). Espécie abundantemente utilizada nas
industrias farmacéutica a cosmética por fornecer compostos quimicos que virdo a
servir de matéria prima para a produgao de novas drogas. A fim de promover a
embriogénese somatica foram utilizados os seguintes horménios: AlA, ANA, 2,4-D,
TDZ E BAP, em diferentes concentragdes e em doses combinadas em explantes
obtidos a partir de mudas e tratados com Benlate. Os explantes foram cultivados
em meio MS basico com (Murashige & Skoog, 1962), sendo que a concentragao
de sais foi diminuida pela metade e adicionado 30 mg de sacarose e 8 mg de
Agar, o PH foi ajustado para 5.8. Os explantes foram inoculados em camara de
fluxo laminar e acondicionados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 26°C por trinta dias. Foram testados trés diferentes tipos
de explante: Apice, Folhas e Nodulos foliares. A fonte que apresentou melhores
respostas aos hormdnios foi os nddulos foliares nas doses de 10,0 mg.l'1 de ANA,
da mesma forma os explantes foliares apresentaram melhores resultados nos
tratamentos com 10,0 mg.I'1 de ANA, no entanto os explantes obtidos de apices
apresentaram altas taxas de contaminagao por bactérias em todos os protocolos
de assepsia testados, até 90%, entdo acrescentou-se um novo protocolo de
assepsia, o qual diminuiu essa contaminacdo a 20%, esta fonte de explante
apresentou formacgao de raizes e brotos na solu¢do com 10,0 mg.l'1 de ANA e 10,0
mg.I"" de BAP.

Palavras-chave: 1.Microrpopagacao, 2.Andiroba, 3.Combinagcdo hormonal e

4.Reguladores de crescimento.



IN VITRO PROPAGATION OF ANDIROBA (Carapa guianensis AUBLET).

Author: Hélio Leonardo Moura Brandao

Adviser: Prof. Dr. Paulo de Tarso Barbosa Sampaio

ABSTRACT

The goal of this work was to develop a protocol for cloning through somatic
embryogenesis of Andiroba (Carapa guianensis Aublet). A species abundantly
found in north Brazil utilized for medicinal and cosmethic purposes and as a source
of compounds that may be used to develop new synthetic drugs. To promote
somatic embryogenesis were tested NAA, BAP, 2.4-D, TDZ and IBA, in different
concentrations and different combinations in explants obteined of young plants
trated with Benolmyl. The explants were cultivated in a medium containing MS salt
and vitamins (Murashige & Skoog, 1962) being the mineral salts reduced to half
strength and added with myo-inositol (100 mg.L™), sucrose (30 g.L™") and agar (8.0
g.L™"), and the pH was adjusted to 5.8. The cultures were inoculated and then kept
at a 16 hour-photoperiod, temperature of 25 + 2°C and 25umoles.m™?.s™ radiation
for 30 days. Three different sources of explant were tested: apical, leaf buds and
leaves. The source that showed best resoults of rooting was the leaf buds trested
with NAA 10,0 mg\l. As well, leaves rooting showed best resoults treted with NAA.
However apical source showed high level contamination, fact that took the
increasing of a new protocol of assepsy. The results showed that it is possible to
obtain high quantities of shoots and then plantlets which could be cultivated in vitro
through the methods tested in this experiment. Apical source appear as the best
way to obtain a plant of Andiroba by somathic embriogenesis, NAA promotes the

rooting in leaf buds a leaves and BAP promotes shoots in apical explants.

Key words: 1.Micropropagation, 2.Andiroba, 3.Hormonal combination and 4.
growth regulators.



1. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A insergdo de produtos cosméticos e farmacéuticos de origem Amazbdnica no
mercado internacional pode representar a valorizacdo de produtos extrativistas.
Porém, devido a inexisténcia de um sistema de produgao associado a um plano de
negocios, 6leos, sementes e resina continuam sub-valorizados. Fato que explica a

preferéncia pela madeira nos planos de manejo da regiao.

Espécies como a Andiroba, cujas sementes produzem 6leo com propriedades que
podem ser exploradas, estdo em um intenso processo de insercao no mercado de
cosmeéticos, fototerapicos e fitofarmacos (Ferraz, 2002), mas consequentemente
esta sofrendo com a exploragdo extrativista mais intensa, o que pode
comprometer sua regeneracdo natural e o equilibrio das populagcbes naturais
(Higuchi et al., 1985).

Dessa forma, surge a necessidade de estudos que fornegcam alternativas
tecnolégicas para a propagagdao em massa dessa espécie. A fim de dissipar a
pressdo que esta vém sofrendo, e de agregar valores na sua comercializagéo
(Clay., et al, 2000).

Tais tecnologias fornecem ferramentas que podem maximizar o rendimento do
processo produtivo dos 6leos. E dessa forma pode se estabelecer um programa
de melhoramento genético a fim de propagar individuos com caracteristicas

genéticas superiores e assim aumentar a produtividade dos 6leos essenciais.



Porém é muito limitado o numero de pesquisas que visam estabelecer protocolos
alternativos de propagacéao de espécies florestais. Dessa forma surge uma grande
necessidade de se adequar as tecnologias disponiveis a fim de diminuir a presséo
que as populacdes nativas estdo sofrendo, e de otimizar os processos de

produg¢ao de mudas melhoradas.

Os sistemas de propagacao in vitro sao excelentes pela sua eficiéncia como
veiculos para a manipulagdo genética e multiplicacéo clonal de plantas (Hartman
et al., 1990). E superam significativamente o método sexuado de propagacao,
desagregando alguns fatores limitantes que este método impde a propagagédo em
larga escala, como as fases fenoldgicas, obtengcdo de sementes e a segregacao

génica.

Neste contexto, o presente estudo visa avaliar a capacidade e a viabilidade da
propagacao in vitro de Andiroba (Carapa guianensis Aublet). Por meio da
aplicacéo de horménios vegetais administrados em diferentes concentragdes e em

trés tipos de explantes obtidos a partir de mudas.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:
¢ Determinar um protocolo de propagacgao in vitro de Andiroba (Carapa

guianensis Aubelt) por meio de apices, folhas e nddulos foliares.

2.2 Especificos:

« Elaborar um protocolo de assepsia que possibilite a descontaminagao
superficial de apices, folhas e nodulos foliares durante o processo de

estabelecimento in vitro dos explantes;

+» Determinar o tipo de explante com maior potencial de enraizamento e/ou

brotacgao;

« Avaliar o efeito da aplicagao de diferentes horménios, de diferentes doses e
diferentes combinacdes de hormdnios sobre o enraizamento e/ou brotacao

dos explantes;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Propagacao Vegetativa

A propagacgao vegetativa constitui uma importante ferramenta na propagagao de
plantas lenhosas (Assis & Teixeira, 1998). Esse método de propagacgdo possui
algumas vantagens quando comparado com o método sexuado, que € mais

tradicionalmente utilizado.

Na propagacéao assexuada todo o componente genético é capturado, o que resulta
em maiores ganhos dentro de uma mesma gerag¢ao. Mas na reproducao sexuada,
somente o componente genético aditivo referente a caracteristica superior do

gendtipo selecionado é obtido (Assis & Teixeira, 1998).

Verifica-se, também, na propagacdo sexuada de espécies aldbgamas, que a
segregacao e a recombinagao génica resultam em um alto grau de variabilidade.
Ja a reproducado assexuada favorece a uniformidade do desenvolvimento e do

crescimento (Hartman & Kester, 1983).

Dentre os métodos de propagacgédo assexuada mais utilizados estdo a estaquia, a
enxertia e a cultura de tecidos. Sendo a cultura de tecidos o método é o mais

viavel na clonagem de espécies lenhosas, para a formacgao de pomares clonais e



produgdo comercial de mudas, devido a total sanidade obtida, e ao crescimento
mais rapido das plantulas (Kerbauy, 1997).

3.2 Cultura de Tecidos Vegetais

O cultivo in vitro consiste em uma técnica para desenvolver em condicbes de
laboratério um segmento da planta chamado explante, partindo de um meio de
cultura artificial, sélido ou liquido, sob condi¢des ambientais controladas e total
assepsia (Hartman & Kester, 1983).

Dentro da terminologia da cultura de tecidos, em geral, explante € qualquer
segmento de tecido oriundo de uma planta para iniciar uma cultura in vitro,
geralmente, com as vistas a estabelecer um protocolo propagacao de plantas de

gendtipo superior (Barrueto, 1999).

Assim, o explante pode ser um apice radicular ou caulinar, uma gema axilar um
segmento de folha jovem, uma antera, um ovario ou um embrido zigético. Esses
explantes poderdo ser obtidos diretamente de plantas, ou passar por uma etapa

intermediaria de calo, antes de a planta ser obtida (Barrueto, 1999).

O calo é uma massa desorganizada de células em constante divisdo. A formagao
de calo detém consideravel importancia como processo intermediario na
organogénese, assim como em estudos de morfogénese, bioquimica, citologia,

genética e etiologia de doengas nas plantas (Hartman et al., 1990).

Do ponto de vista organogénico, um calo € uma massa de células néao
diferenciadas (brotos, raizes, frutos etc...), que esta em continua proliferagao
celular, podendo ser compactos, friaveis, esbranquicados ou amarelados
(Barrueto, 1999).



Calos ocorrem naturalmente como resposta a injurias, infestacdo de insetos ou
patdgenos na unido de um enxerto, ou pode, ainda, ser induzido, colocando-se um
pedaco de tecido vegetal dissecado em contato com um meio de cultura

apropriado (Bottino 1981).

O calo é produzido nos explantes cultivados in vitro como resultado do ferimento
ocorrido por ocasido da dissecacao do tecido, e em resposta a reguladores do

crescimento enddgeno, ou supridos pelo meio de cultura (Hartman & Kester 1983).

Teoricamente, qualquer parte da planta pode ser utilizada pare iniciar a cultura de
tecidos. Porém, melhores resultados sdo alcancados com tecido mais jovens e
ativos, que apresentam maior potencial morfogenético devido a maior divisdo

celular (Pasqual, 1985).

Estas células podem adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros
quimicos especificos (Grerra, 1999). Tais mensageiros sdo os hormdnios vegetais,
que agem de forma a regular o crescimento da planta, e dependendo do seu

balanco dentro do tecido, podem definir que 6rgaos a planta ira desenvolver.

Hormoénios vegetais sdo compostos organicos ndo nutrientes produzidos por
plantas, geralmente em um local diferente daquele onde sado usados. Tais
horménios, em baixas concentragdes, regulam o crescimento e as reacgdes

fisiolégicas das plantas (Komamine et al., 1992).

As plantas sdo altamente organizadas tanto em termos de forma, quanto de
funcdo. Sao os horménios vegetais que coordenam e integram os processos de
crescimento das plantas e que provocam esse nivel de organizagao. O aspecto do
controle do crescimento das plantas fica particularmente evidente no estudo de

tecidos vegetais (Guerra, 1999).



Entretanto, se o equilibrio entre os diferentes hormdénios nédo for extremamente
preciso, o resultado sera o crescimento de massas tumorais de células vegetais,
que parecerao ter perdido completamente o controle do seu poder de organizagao

e de estruturagao (Guerra, 1999).

Essas moléculas, por sua vez, sdao as mediadoras da sintese de enzimas
especificas, isto €, moléculas protéicas que controlam a bioquimica e a fisiologia
do organismo, que podem ser produzidas por meio da utilizagdo sistematica de

horménios vegetais (Guerra, 1999).

Os hormbnios vegetais podem ser agrupados em diversas classes principais.
Essas classes sao determinadas pelas suas caracteristicas quimicas ou pelos

efeitos que exercem sobre as plantas.

Como no caso das auxinas que sdo os compostos que provocam o alongamento
nas células dos brotos de plantas (Barrueto,1999). As auxinas s&o sintetizadas, e
apresentam as concentragdes mais altas nas areas meristematicas do broto e da
raiz, areas nas quais as células se dividem rapidamente para renovar o seu

crescimento.

As auxinas estimulam a formacdo de caules incisos quando aplicadas
externamente. Em dosagens excessivas, porém, inibem a formacao de raizes
porque em geral, o tecido da raiz é consideravelmente mais sensivel a auxina do

que o tecido do caule (Guerra, 1999).

Embora a auxina natural mais amplamente encontrada nas plantas seja o acido
indolil-3 acético, ou AIA, este € muito menos usado na cultura de tecidos que as
auxinas sintéticas, tais como o acido indolbutirico (AIB), o acido naftalenacético
(ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

A adicdo de auxina ao meio de cultura torna-se necessaria pela continuidade do

crescimento do calo, porque a quantidade de calo formada esta relacionada com a



concentragcdo de auxina aplicada (Devlin 1975). Altas concentragbes desse

horménio causam aumento de crescimento nos tecidos calosos.

Concentragdes moderadamente altas de auxinas, acima de 1.0 mg/l, séo
suficientes para a determinagédo celular (Hartman & Kester, 1983). Define-se
determinacéao celular como processo pelo qual o potencial de desenvolvimento de
uma célula torna-se limitado a uma rota especifica, e competéncia celular, a
capacidade das células reagirem a sinais especificos de desenvolvimento ativados

por reguladores de crescimento (Christianson,1985).

3.2.1 Fases da Cultura de Tecidos

A microproagagdo de plantas através da cultura de tecidos pode ser
operacionalizada em uma sequéncia laboratorial de quatro fases, cada qual
apresentando objetivos, pressuposi¢cdes e necessidades especificas em termos
de composicdo dos meios de cultura, tipo e balango dos reguladores de

crescimento e condigdes fisicas como luz, temperatura e fotoperiodo.

Em condi¢des laboratoriais cada fase deve ser identificada e as condigdes 6timas
devem ser estabelecidas (Murashige 1974). Debergh e Read (1991) propuseram a
inclusdo da fase 0 (zero) nesta sequéncia de operagdes e, desta maneira, a
inducdo e a expressdo de respostas organogenéticas in vitro deve obedecer os

passos listados a seguir:

Fase 0: Consiste em selecionar e cultivar a planta matriz doadora de explantes em
condigdes adequadas e, eventualmente, controladas. Isto significa que pode ser
necessario modificar as condicbes de fotoperiodo e temperatura, ou aplicar a
essa planta fitorrequladores do grupo das giberelinas e auxinas, alterando com

isto a sua condicao fisiologica (Guerra & Nodari, 2000).



Fase I: Consiste no estabelecimento da cultura asséptica. O objetivo deste
estagio € a definicdo do tipo de explantes a ser utilizado, o estabelecimento de
culturas isentas de microorganismos contaminantes, a obtengao de altos indices

de sobrevivéncia e de rapido crescimento dos explantes (Guerra & Nodari, 2000).

Nesta fase torna-se necessario monitorar e controlar as reagdes de oxidacao que
ocorrem: a) pela oxidagao de compostos fenodlicos presentes no explante, como
resposta ao ferimento provocado pela excisdo de um érgéo ou tecido e; b) pela
sintese de compostos mono e poliméricos por parte do explante. A incubacao
destas culturas na auséncia da luz por alguns dias pode inibir os processos

oxidativos.

Fase II: Multiplicacdo: esta fase é fundamentada na divisdo e diferenciacéo
celular, objetivando a obtencdo de uma pléantula, de acordo com as diferentes
rotas morfogenéticas possiveis. De maneira geral procura-se promover a
liberacdo de gemas axilares pré-formadas ou a inducdo de gemas adventicias
(Guerra & Nodari, 2000).

Em muitos casos estagios intermediarios de calo estdo envolvidos, contudo,
quando o objetivo € a manutengcao da conformidade clonal, a passagem por
estagios de calo deve ser evitada, tendo em vista a possibilidade de ocorréncia de

variagbes somaclonais.

Nesta fase deve-se determinar o numero e intervalo de sub-cultivos, bem como
determinar e otimizar a taxa de multiplicagdo, ou seja, o numero de gemas ou de

eixos caulinares que podem ser obtidos a partir de cada indculo nos sub-cultivos.

As condi¢gbes ambientais neste estagio relacionam-se com a temperatura, cuja

faixa otima esta entre 22 e 270C para plantas de clima temperado e tropical,
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respectivamente. O periodo de luz deve permanecer em torno de 16 a 18 horas
em intensidades luminosas médias de 5 W.m-2.

Fase lll: Nesta fase busca-se o elongamento, a indugao e iniciagao radicular e a
preparagao para a aclimatizagdo. O objetivo deste estagio € a preparacao para a
conversao das condigdes heterotréficas para autotroficas. As estratégias deste
estagio incluem eventuais inclusdes no meio de cultura de AIB por exemplo, para
induzir a iniciagao radicular e carvao ativado para favorecer a iniciacao radicular
(Guerra & Nodari, 2000).

Redugbes nas concentragbes dos sais e das fontes de carboidratos do meio de
cultura podem trazer beneficios a iniciagao radicular, bem como facilitar o

processo de aclimatizagao.

Fase IV: Aclimatizacédo: Neste estagio ocorre a transigdo da condigédo heterotréfica
para autotréfica. O principal objetivo neste estagio € diminuir ao maximo as perdas
que ocorrem principalmente pela desidratagdo dos tecidos da microplanta. O
emprégo de estufas, tuneis plasticos, sistemas de nebulizagdo e de
antitranspirantes deve ser considerado para cada situacio, tendo em vista que as
plantas neste estagio normalmente ndo apresentam estébmatos funcionais e suas
folhas tem reduzida capacidade de formacao cuticulas cerosas protetoras (Guerra
& Nodari, 2000).

Composicdes adequadas de substratos também sao importantes e na maior parte
dos casos o emprégo de areia, terra, vermiculita, casca de arroz carbonizada
isoladamente ou em misturas proporcionais, resulta em elevados indices de

sobrevivéncia.

De maneira geral este estagio inicia com a retirada das plantulas dos frascos e a

cuidadosa remogao por lavagem de residuos de meio de cultura solidificado junto
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ao sistema radicular. Um segundo passo consiste em repicar estas plantulas para
bandejas de isopor contendo o substrato autoclavado, cuja composigao foi

previamente determinada.

O terceiro passo consiste em manter estas bandejas, por periodos de até 15 dias,
em sala de cultura cuja temperatura e duragao e intensidade luminosa possam
ser controladas. A manutencdo de uma camara umida sobre as bandejas pode ser

feita pela utilizagao de filmes plasticos em cobertura.

Posteriormente transfere-se esta bandeja para uma estufa com sistema de
nebulizacao intermitente por periodos médios de 15 a 30 dias, podendo-se apds,
repicar estas plantulas para sacos plasticos contendo uma mistura convencional
nao autoclavada de solo argiloso, arenoso e matéria organica e manté-las em
condicdo de ripado ou cobertura com sombrite que deixem passar em térno de

50% da luminosidade.

Por fim procede-se uma retirada gradual da cobertura para que as mudas sejam
submetidas as condigbes normais que se verificam apos o transplante para o local
definitivo. E importante salientar que determinada sequéncias destas operacdes
podem ser eliminadas em algumas espécies. Torna-se necessario, portanto,
estabelecer procedimentos especificos para cada espécie a ser trabalhada em um

laboratério de micropropagacao.

3.3 Embriogénese Somatica

Embriogénese somatica, adventicia ou assexual sao termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células hapldides ou somaticas
desenvolvem, através de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a uma

planta, sem que ocorra a fusao de gametas (Williams & Maheswaran, 1986).
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Este processo constitui um exemplo da expressdo da “totipotencialidade” das
células vegetais postulado por Haberlandt (1902), que afirma que toda célula

vegetal viva possui a capacidade de regenerar uma planta inteira.

O padrao de desenvolvimento de um embrido somatico em dicotiledoneas
apresenta muitas caracteristicas morfologicas semelhantes as do embrido
zigotico. Inicialmente, ambos s&o caracterizados pela diferenciacdo de uma

estrutura bipolar, constituida de apice caulinar e radicular (Guerra et al., 1999).

Ambos passam pelos estadios de desenvolvimento pré-embrionarios e
embrionarios propriamente ditos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar num
processo ontogenético que pode ser sub-dividido em vinte diferentes estadios que

representam trés grandes eventos (Jurgens & Mayer, 1992).

As principais diferengas entre os embrides somaticos e zigoticos relacionam-se
com o fato de os embrides somaticos se desenvolvem livres de correlacbes
fisicas, fisiolégicas e genéticas que ocorrem durante o desenvolvimento de um
embrido zigético (Zimmermann, 1993) e poderem apresentar desenvolvimento

anormal.

A embriogénese somatica in vitro € um método importante para propagagao
massal clonal de gendtipos superiores. Nesse processo celulas hapldides ou
dipldides (somaticas), em diferentes estadios de diferenciagdo, podem ser
induzidas por estimulos ambientais ou quimicos a reprogramarem-se a fim de

adquirirem novas competéncias morfogenéticas (Guerra, 1999).

Dois padrdes basicos de expressao da embriogénese somatica sdo comumente
observados in vitro (Sharp et al., 1980). O primeiro corresponde ao modelo direto
no qual os embrides somaticos originam-se dos tecidos matrizes sem a formagéao

de estagios intermediarios de calos (Guerra et al.,1999).
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O segundo padrao corresponde ao modelo indireto no qual os embrides somaticos
se formam a partir de um tecido intermediario chamado calo, que apresenta
células em diferentes estadios de diferenciacdo e, conseqlentemente com

diferentes graus de determinacao (Guerra et al.,1999).

3.3.1 Enraizamento in vitro

A fase de enraizamento caracteriza-se pela formagao de raizes adventicias nas
partes aéreas do caule provenientes da multiplicacdo. A rizogénese ocorre de uma
a trés semanas e segundo Hartmann & Kester (1990), divide-se em iniciagao e

elongagéao das raizes.

A obtencdo de uma planta com um sistema radicular bem desenvolvido € de
grande importancia para sua sobrevivéncia e crescimento nas novas condi¢des
ambientais. O tipo do sistema de raizes, obtido no enraizamento in vitro , também
determina o sucesso do transplante, sendo as raizes mais curtas as mais
adequadas, uma vez que apresentam-se na fase de crescimento ativo, facilitando

a “pega” da planta (Grattaplagia & Machado, 1990).

O processo de enraizamento € muito complexo incluindo fatores fisioloégicos,
bioquimicos e biolégicos que interagem com os fatores ambientais. Além disso, a
complexidade €& aumentada pela multiplicidade de espécies e cultivares

acompanhadas pela variabilidade biolégica (Debergh, 1991).

3.4 FATORES QUE AFETAM A PROPAGAGAO IN VITRO

A propagacéao de plantas via cultura de tecidos esta sujeita a uma série de fatores.
Estes possuem uma particular variacdo, cada um dentro de suas proprias
caracteristicas, e que, quando combinados, determinam as condi¢cdes as quais o

trabalho sera conduzido, e consequentemente o sucesso ou ndo do estudo.
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3.4.1 Fonte de explante

A fonte de explante deve ser cuidadosamente selecionada. Uma vez que o tipo de
explante utilizado muitas vezes determina o grau de sucesso na cultura de tecidos.
Explantes juvenis provenientes de sementes e partes juvenis de plantas adultas
sdo os mais indicados, embora tecidos maduros de folhas e flores sejam

igualmente utilizados (Teixeira et al., 1993).

As fontes de explantes mais comuns sao os segmentos nodais do caule, os apices
caulinares e as follhas. Mas também sao utilizados &apices radiculares,
meristemas, discos caulinares, embrides, segmentos radiculares, calos e ainda

sementes (germinagao “in vitro”).

Os explantes devem ser retirados de plantas em crescimento ativo e que nao
estejam passando por qualquer tipo de estresse como secas ou excessivas
mudancgas de temperaturas, deficiéncia mineral e ataque de pragas ou doencgas
(Teixeira et al., 1993).

O apice caulinar, por ser um sitio ativo de biossintese de auxinas, dispensaria
auxinas exogenas na fase inicial da cultura de tecidos, principalmente quando

retirados de plantas em pleno crescimento ativo( Hu & Wang 1984).

Ja explantes obtidos de gemas axilares podem propiciar a multiplicacdo direta
(auséncia de calo) de brotagdes que podem ser separadas em microestacas para
enraizamento in vitro. Este procedimento pode originar respostas de propagacao
massal em progressdao geométrica (Hartmann et al., 1990). Por ser um sistema

direto, apresenta menores possibilidades de gerar variantes somaclonais.

3.4.2 Fitossanidade
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A contaminacgao dos explantes € um dos principais problemas do cultivo in vitro de
espécies lenhosas (Pierik, 1990). Os niveis de contaminagdo tendem a ser
maiores quando as plantas matrizes usadas como fonte de explantes sao
provenientes do campo. Quando os explantes contaminados s&o inoculados,
ocorre uma rapida infestacdo do meio de cultura, e o explante tem que ser

descartado.

Em uma planta infectada, a concentragdo de microorganismos néo € uniforme e é
maior em tecidos maduros € menor em tecidos meristematicos. No periodo de
crescimento mais intenso, o0s meristemas alongam-se rapidamente e a

concentracdo de microorganismos é menor (Hartmann et al., 1990).

Estudos demonstram que plantas obtidas por cultura de tecidos estao livres de
microorganismos. A hipotese mais aceita para a auséncia de contaminagao nestes
tecidos diz que a interrupgdo temporal da organizagdo normal do tecidos
meristematicos, ocasiona uma inibigdo da multiplicagdo dos microorganismos

devido a nao disponibilidade de enzimas chaves (Hartmann et al., 1990).

Além disto, a auséncia de tecido vascular na regido do meristema apical, a
presenca de conexdes plasmodesmaticas em dimensdes diminutas nestas células
e o ritmo ativo de divisdes celulares nesta regido, também sao fatores que podem
explicar a baixa concentragdo ou a auséncia de microorganismos nesta células
(Hartmann et al., 1990).

O processo ativo de divisdo celular poderia utilizar a maior parte da energia para a
formacdo de macromoléculas e componentes celulares estruturais, deixando os
microorganismos em condi¢gdes pouco competitivas para a propria multiplicagéo
(Hartmann et al., 1990).

Comprovou-se também que a concentragdo de microorganismos aumenta na

regidao sub-apical dos meristemas de plantas tratadas com substancias inibidoras
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de crescimento, as quais reduzem as taxas de divisdo celular (Hartmann et al.,
1990). Em resumo, a inexisténcia de microorganismos nos meristemas apicais

pode ser atribuida aos seguintes aspectos:

a) O &apice mantém certa distdncia das terminagdes vasculares e, nestas
condigdes 0s microorganismos necessitariam passar de célula a célula até o
domo apical;

b) Quando as células meristematicas do apicae estdo em divisdo ativa, o RNA,
dos virus principalmente, ndo consegue introduzir-se no genoma destas células;

c) Células meristematicas podem ter sistemas quimicos de inativagdo, que podem
ser potencializados em meristemas isolados;

d) Altas concentragbes de auxinas presentes nos meristemas caulinares seriam

responsaveis pela auséncia de microorganismos.

Sendo assim, os protocolos de assepsia existem a fim de se obter explantes livres
de microorganismos (Grattapaglia & Machado 1998). Estes possuem uma grande
variagao e sao gradativamente adaptados para cada espécie estudada, sao

constituidos na maioria dos casos, de fungicidas e bactericidas.

Dessa forma, e sugererido o uso do etanol, do hipoclorito de sédio e do hipoclorito
de calcio como substancias desinfestantes (Grattapaglia & Machado 1998). Estes
sao aplicados tanto diretamente na planta ainda no substrato, quanto nos

explantes ja cortados, e também acrescidos no meio de cultura.

No entanto, mesmo as plantas submetidas a rigoroso controle fitossanitario e
mantidas em viveiro protegido ou casa de vegetagdo, sdo fontes potenciais de
microorganismos, que podem tornar-se limitantes aos procedimentos de cultivo in
vitro (Medeiros, 1999).
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3.4.3 Composig¢ao mineral do meio de cultura

Meios com alta concentragdo salina tais como o Mustashige e Skoog - MS
(Murashige & Skoog, 1962), o Schenk e hildebrant - SH (Schenk & Hildebrandt,
1972), e o Gambog e outros - B5 (Gamborg et al., 1968) tém sido usados pelos

efeitos positivos no crescimento e desenvolvimento de embrides somaticos.

Amirato & Steward (1971) mostraram que estruturas pré-embridnicas tém melhor
desenvolvimento nestes meios quando comparados com o desenvolvimento em

meio de baixa concentragao salina, como o de White (1943).

A grande vantagem do meio MS é a presenca do nitrogénio sob a forma de nitrato
de amoénio. A forma pela qual o nitrogénio € adicionado ao meio de cultura é

determinante no sucesso da embriogénese somatica (Ammirato, 1983).

A percentagem de sobrevivéncia de explantes € bem maior quando cultivada, na
primeira semana, em meio basico sem reguladores de crescimento (Giri et al.,
1993).

3.4.4 Morfogénese e Fitorreguladores

Apesar dos avangos verificados no estudo da cultura de tecidos vegetais, ainda é
limitada a compreensao dos estimulos e condi¢gdes necessarias para a inducao e
controle do processo de indugédo da formacéo de érgéos e tecidos por meio do uso

de fitorreguladores (Guerra, 1999).

A possibilidade de manipulagdo deste sistema experimental para fins tecnoldgicos

depende do dominio preciso de principios de fisiologia do desenvolvimento. Desta
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maneira morfogénese pode ser conceituada como a integragao entre 0s processos

decorrentes da divisao e diferenciagédo celular (Christianson,1985).

Em geral, na maioria dos modelos de embriogénese induzida in vitro, os
horménios vegetais sao considerados as substancias responsaveis pelo
desencadeamento dos processos de desdiferenciacao e rediferenciacédo, de forma
a alterar determinar e conferir novas competéncias as células responsivas

presentes nos explantes (Ammirato, 1989).

Como no principio da cultura de tecidos no qual as células vivas que néao
perderam a capacidade de se dividir forem removidas de uma planta, poderao
retomar o crescimento ativo se receberem nutrientes essenciais e horménios de

crescimento.

Por outro lado, ao alterar o equilibrio e a concentragdo de hormdnios de plantas
no meio de cultura, pode-se desenvolver plantas completas com raiz e copa e
todas as caracteristicas tipicas de uma planta gerada pelo método sexuado de

propagacao a partir de uma unica célula (Atree et al., 1990).

Ainda n&o se conhece muito bem o funcionamento dos horménios vegetais em
termos da quimica celular das plantas. Entretanto, atualmente, acredita-se que um
local de atuagao dos horménios vegetais seja proximo ao gene, onde promovem a

formacao de moléculas especificas de RNA mensageiro (Guerra, 1999).

3.4.5 Fatores ambientais

As atividades das enzimas da biossintese bem como as da oxidacdo sao
estimuladas pela luz (Creasy, 1968). Desta forma, os problemas relacionados a
oxidacdo sao menores em explantes derivados de plantas mantidas no escuro ou
em baixa intensidade luminosa no periodo que antecede a excisdao do explante
(Durand-Cresswell et al., 1982).
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O estabelecimento das culturas pode ter melhores resultados caso os explantes
sejam cultivados no escuro ou em baixa intensidade luminosa durante as
primeiras semanas de cultivo (Durand-Cresswell et al., 1982). Mesmo apods este
periodo, o cultivo em condi¢ées de luminosidade intermediaria contribui para

prevenir a oxidagcdo e melhorar o crescimento do explante.

4. ESPECIE ESTUDADA

4.1 Andiroba

Esta espécie pertencente a familia Meliaceae possui apenas uma espécie
relacionada, a Carapa procera. Essas duas espécies se distinguem pelas
seguintes caracteristicas: as plantulas da C. procera ao germinar emitem em
média seis folhas simples, enquanto que a C. guianensis emitem folhas

compostas (Fisch et al., 1995).

E ainda, as sementes de Carapa guianensis apresentam hilo maior do que as de
C. procera; o hilo ndo possui uma saliéncia delimitante e normalmente apresenta

residuos de tecidos da placentacéo aderidos (Lorenzi,1992).

4.1.1 Descricao e fenologia

Arvore grande podendo atingir até 55m de altura, com fuste cilindrico e reto de 20-
30m. A casca é grossa e amarga, de cor avermelhada ou acinzentada e
desprende-se em grandes placas. A copa, de tamanho médio, é densa e
composta por ramos eretos. As folhas sao alternas, compostas e paripinadas, com
vestigio de um foliolo terminal; medem geralmente entre 50 e 75cm de

comprimento, chegando até 90cm (Alencar et al., 1979).



20

Cada folha possui 3-10 pares de foliolos opostos ou sub-opostos, com 10-50cm de
comprimento; o apice dos foliolos varia entre acuminado, agudo e arredondado,
enquanto a base é desigual e assimétrica. A inflorescéncia € uma panicula de 20-
80cm de comprimento; as flores sdo unissexuais com quatro meras, de cor branca

a creme, levemente perfumado e 4,5-7mm comprimento (Ribeiro et al., 1999).

A planta é mondica. O fruto € uma capsula com quatro valvas, de forma globosa
ou sub-globosa, medindo geralmente entre 5 e 11cm de diametro e pesando entre
90 e 540q; cada fruto pode conter entre 1 e 16 sementes. As sementes de cor
marrom podem apresentar grande variacdo de forma e tamanho; foram
encontradas sementes pesando entre um e 70g e medindo entre 1 e 6cm de

comprimento (Ribeiro et al., 1999).

A plantula apresenta epicotilo com 9-17cm de altura quando surgem as primeiras
folhas, que séo alternas, glabras, normalmente compostas, paripinadas ou
imparipinadas. O hipocotilo ndo se desenvolve e os cotilédones permanecem na
semente. Neste estagio, a raiz primaria € comprida, lenhosa, resistente e de
coloragdo marrom; as raizes secundarias sio finas, densas e de cor castanho
claro (Ribeiro et al., 1999).

4.1.2 Usos

E uma espécie de uso multiplo; a madeira e o 6leo extraido das sementes sdo
dois dos produtos mais importantes. Entre as espécies nativas da Amazoénia, a
madeira da andiroba é uma das mais estudadas, sendo considerada nobre e

sucedanea do mogno (Loureiro et al.,1979).

O 6leo é usado na preparagao de sabao e de cosméticos. Recentemente, a

Fundacao Osvaldo Cruz langou no mercado velas de andiroba que sao indicadas
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para repelir mosquitos transmissores de doengas, como o da dengue e o da

malaria (Ferraz et al., 2002).

Alguns grupos indigenas e populagdes tradicionais utilizam o éleo como repelente
de insetos e no tratamento de artrite, distensbes musculares e alteracbes dos
tecidos cutaneos. Popularmente, o cha da casca e das flores € usado como
remédio para combater infecgdo bacteriana e o cha do cerne como fungicida (Clay
et al, 2000).

4.1.3 Floragao e frutificagao

Na regido de Manaus, floresce anualmente entre dezembro e margo e os frutos

podem ser coletados entre abril e julho. Porém, em casos isolados, foram

observados frutos maduros ao longo do ano (Ribeiro et al., 1999).

4.1.4 Propagacao vegetativa

Nao foram encontradas informagdes sobre métodos vegetativos.
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5. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram instalados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Escola Superior de Tecnologia - EST, localizado na Avenida Darcy Vargas,
1220, Parque Dez, Manaus - AM, entre os meses de agosto de 2004 e dezembro
de 2005.

5.1 Preparo do material vegetativo

As sementes foram coletadas diretamente das arvores, em plantios existentes na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, no km 26 da rodovia Am 010 em Manaus - AM.
E foram desinfetadas em solugao de fungicida sistémico Benlate (3g/L) por 24
horas e foram imersas por 30 minutos em solugdo aquosa contendo hipoclorito a

20 porcento (figura 1).
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Figura 1. Sementes de Andiroba em processo de assepsia com benlate (1) e

hipoclorito de sodio (2).

Foto: Hélio Leonardo
Em seguida, foram postas para germinar em recipientes plasticos contendo como
substrato areia lavada coberta por vermiculita como pode ser observado na figura
2.
Figura 2: Mudas de Andiroba Germinadas em bandeja plastica contendo areia

lavada coberta com vermiculita como substrato.
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Foto: Hélio Leonardo

Apos o periodo de germinacado as plantulas foram desinfetadas trés vezes por
semana por meio de borrifamento de Benlate (3g/L). Ao atingirem

aproximadamente vinte centimetros de altura os explantes foram coletados.

5.2 Explantes

Os explantes testados foram obtidos de trés diferentes fontes: Apices caulinares,
nodulos foliares e folhas, como mostra a figura 3. Estes foram excisados com o
auxilio de tesoura e acondicionados em copos plasticos durante o processo de

coleta.

Figura 3: Caracterizagao do tipo de explantes testados: a — explante apical; b —

nodulo foliar; ¢ — explante foliar.
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Foto: Hélio Leonardo

5.3 Assepsia dos explantes

Os explantes foram lavados em 4gua corrente por vinte minutos e imersos em solugdo de
Benlate. Na camara de fluxo laminar, foram imersos em solu¢do contendo hipoclorito a
vinte porcento acrescido de Tween - 20. Seguindo-se de trés lavagens em agua destilada

e autoclavada, e s6 entdo foram inoculados.

5.4 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o meio de Murashige & Skoog (1962), com pH
ajustado em 5,8. Os meios foram esterilizados por 15 minutos, através da
autoclavagem ajustada a 1,5 atm e 121 °C. E Entdo foram mantidos em uma sala

com temperatura de 25°C, e fotoperiodismo artificial de 16 horas por dia.
5.5 Horménios

Os grupos hormoénios que foram utilizados neste estudo foram os seguintes:
Auxinas

e Acido-indol-butirico AIB

e Acido-naftaleno-acético ANA



¢ Diclorophenoletano 2-4-D
Citocininas

e Tidiazuron TDZ

e Benzilaminopurina BAP

5.6 Desenho experimental
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Este estudo foi composto por quatro fases subsequientes, todas compostas por

delineamento inteiramente casualisado - DIC, sdo elas:

Fase 1 — Assepsia: Nesta fase os explantes foram submetidos a trés diferentes

protocolos de assepsia. Os quais compuseram os tratamentos descritos no quadro

1. O numero de repeti¢des utilizada em cada protocolo de assepsia foi 100.

Quadro 1. Composigao dos protocolos de assepsia aplicados na fase 1 do estudo.

Hipocl
Pr°t3°°'°s Benlat | Benlat | Benlat | Benlat | ,;;, | Twee | Antibiétic
e
Assepsia e 3g/l | e6g/l | e3g/l | e6gll 20% n o
2 2 24 24 1% |
horas | horas | horas | horas Cloraphenicol
250 mg/|
Protocolo 1 X X X
Protocolo 2 X X X
Protocolo 3 X X X
Protocolo 4 X X X
Protocolo 5 X v X x
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* Obs: Caso haja nescessidade, novos protocolos de assepsia poderao ser

testados.

O tratamento que apresentou menores taxas de contaminacdo forneceu os

explantes para as fases seguintes.

Fase 2 — Horménios 1: Nesta fase somente os explantes obtidos de folhas foram

submetidos a aplicagdo de hormodnios. Foram utilizados oito tratamentos (doses

dos horménios) mais o tratamento testemunha. As doses utilizadas foram 1,5 e 3,0

mg/l dos seguintes hormoénios: AIA, ANA, 2,4-D e BAP. Foram utilizadas doze

repeticbes por tratamento.

distribuir os tratamentos nesta fase.

O quadro dois representa a tabela utilizada para

Quadro 2: Doses de hormdnios aplicadas nos explantes na fase 2 do experimento.

2,4-D | 2,4-D | BAP BAP AlA AlA ANA | ANA [Testemunha
1,5mg\l | 3,0mg\l | 3,0mg\l | 5,0mg\l |1,5mg\l | 3,0mg\l | 1,5mg\l |3,0mg\l| 0,0mg\l
T T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9

Fase 3 — Esta fase, para os explantes obtidos de folhas, foi composta de 21

tratamentos com 15 repeticbes como descrito no quadro trés.

Quadro 3. Doses combinadas de hormdnios aplicada a explantes obtidos de folhas

na fase 3 do experimento.

AlA AlA ANA | ANA (24-D | 24-D
BAP 0,0 3,0 6,0 3,0 6,0 3,0 6,0
0,0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
5,0 T8 19 T10 T11 T12 T13 T14
0,0 T15 T16 T17 T18 T19 120 T21

Ja para os explantes obtidos de nddulos foliares esta fase foi composta de 15

tratamentos com 10 repeticoes, como pode ser visto no quadro quatro.



Quadro 4: Doses combinadas de horménios aplicada a explantes obtidos de

nodulos foliares na fase 3 do experimento.

AIA | AIA | ANA | ANA
TDZ 0,0 5,0 10,0 5,0 10,0
0,0 T1 T2 T3 T4 T5
5,0 T6 TT7 T8 T9 T10
10,0 T11 T12 T13 T14 T15

Para os explantes apicais, esta fase constara de trés tratamentos com 10
repeticdes, com o descreve o quadro cinco.
Quadro 5: Doses combinadas de horménios aplicada a explantes obtidos de

apices na fase 3 do experimento.

ANA ANA
BAP 5,0 10,0
0,0 T1 T2
5,0 T3 T4

5.7 Coleta de dados

Fase 1: Nesta fase os dados foram coletados em intervalos de 30 dias durante 90
dias, e os dados coletados foram:

¢ N° de explantes contaminados por fungos;

¢ N° de explantes contaminados por bactérias;

¢ N° de explantes sobreviventes.

Fase 2: Nesta fase os dados foram coletados em uma unica coleta apés 30 dias
de implantacédo do experimento, e os dados coletados foram:

¢ N° de explantes enraizados;

o N°de raizes por explante;

¢ N°de explantes com brotos;

e N° de brotos por explante;

e N° de explantes com calos;
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¢ N°de calos por explante;

e N° de explantes n&o contaminados.

Fase 3: Os dados foram coletados uma s6 vez aos 120 dias de implantagao do
experimento, e os dados coletados foram:

¢ N° de explantes enraizados;

o N°de raizes por explante;

¢ N°de explantes com brotos;

e N° de brotos por explante;

e N°de explantes com calos;

¢ N°de calos por explante;

e N°de explantes ndo contaminados.

5.7 Analise dos dados

Em todas as fases do estudo o delineamento utilizado foi inteiramente casualisado
— DIC.

Fase 1: Os dados foram transformados para raiz quadrada de x + 0.5 e as médias
foram analisadas pelo teste de TUKEY. Os explantes foram inoculados em frascos
com 30ml de meio, sendo trés explantes por frasco. As avaliacbes foram feitas por
meio de observagcdo direta e contagem do numero de explantes néao

contaminados.

Fase 2: Os dados foram transformados para raiz quadrada de x + 0.5 e as médias
foram analisadas pelo teste de TUKEY. Os explantes foram inoculados em tubos
de 55 ml com 10 ml de meio. E foram avaliados apds trinta dias. A Avaliacao de

brotos e raizes foi feita por meio da contagem direta do numero destes que
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partiam dos explantes, ja para os calos foi atribuido os seguintes valores: 0 (zero)-
para auséncia de calo; 1 (um) — para pouca ocorréncia de calos; 2 (dois) — para

média ocorréncia de calos e 3 (trés) — para grande ocorréncia de calos.

Fase 3:

Folhas: Os dados foram transformados para raiz quadrada de x + 0.5 e as médias
foram analisadas pelo teste de TUKEY. Os explantes foram inoculados em frascos
contendo 30 ml de meio, sendo trés explantes por frasco. A Avaliagao de brotos e
raizes foi feita por meio da contagem direta do numero destes que partiam dos
explantes, ja para os calos foi atribuido os seguintes valores: 0 (zero)-para
auséncia de calo; 1 (um) — para pouca ocorréncia de calos; 2 (dois) — para média

ocorréncia de calos e 3 (trés) — para grande ocorréncia de calos.

Nédulos foliares: Os dados foram transformados para raiz quadrada de x + 0.5 e

as médias foram analisadas pelo teste de TUKEY. Os explantes foram inoculados
em tubos de 55 ml com 10 ml de meio. A Avaliacao de brotos e raizes foi feita por
meio da contagem direta do numero destes que partiam dos explantes, ja para os
calos foi atribuido os seguintes valores: 0 (zero)-para auséncia de calo; 1 (um) —
para pouca ocorréncia de calos; 2 (dois) — para média ocorréncia de calos e 3
(trés) — para grande ocorréncia de calos.

Apices: For Os dados foram transformados para raiz quadrada de x + 0.5 e as
médias foram analisadas pelo teste de TUKEY. A Avaliagdo de brotos e raizes foi
feita por meio da contagem direta do numero destes que partiam dos explantes, ja
para os calos foi atribuido os seguintes valores: 0 (zero)-para auséncia de calo; 1
(um) — para pouca ocorréncia de calos; 2 (dois) — para média ocorréncia de calos

e 3 (trés) — para grande ocorréncia de calos.

Fase 4: As avaliacbes foram realizadas apds trinta dias. Quando foi tirada a

porcentagem de plantulas sobreviventes.
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6. RESULTADOS

6.1 Folhas

6.1.1 Fase 1

Observou-se durante os testes preliminares que o tipo de explante que mostrou
maior resisténcia aos protocolos de assepsia testados foram os obtidos de folhas

maduras, 0s quais apresentaram coloragdo mais escura.

Este explante mostrou menor ocorréncia de oxidagao ou dano relevante ao tecido
quando comparado com explantes obtidos de folhas mais jovens, que

apresentaram coloragao mais clara (figura 4).

Tal fato levou a definicdo o tipo de explante foliar testado como folha madura, de
acordo com a figura 4, sendo assim, tomou-se para este estudo: folha madura (1),

folha semi-jovem (2) e folha jovem (3).
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Figura 4: Tipo de folhas que forneceu os explantes: 1 - folna madura; 2 - folha

semi-jovem e 3-folhas jovem.

Foto: Hélio Leonardo

Como pode ser observado na figura 5. Os melhores resultados foram obtidos com
o protocolo 3. No qual obteve-se uma satisfatoéria diminuigdo da porcentagem de

contaminacgao dos explantes, 3% para bactérias e 6% para fungos.

Figura 5. Porcentagem de contaminagao por bactérias e por fungos de explantes

foliares tratados com Benlate, Tween e Hipoclorito.
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Na tabela 1 pode-se observar que os tratamentos com ANA (7 e 8) apresentaram
diferenca significativa abaixo de 1%. Os tratamentos com AlIA (5 e 6) também
induziram o enraizamento (fig 6 a), porém nao houve diferenca significativa. Os

outros tratamentos (1, 2, 3, 4 e 9) ndo induziram a rizogénese.

Figura 6: Raizes em explantes foliares de Andiroba tratados com 3.0mg\l de ANA

(a), e calos em explantes foliares tratados com 3,0mg\l de 2,4-D (b) apds 30 dias.

Foto: Hélio Leonardo

Os tratamentos onde houve formagao de calo (fig 6 b) foram o 1, 2, 5 e 6. Sendo
que as maiores meédias foram obtidas no tratamento com 24-D (1 e 2). A
significancia foi abaixo de 1%, e as médias dos demais tratamentos nao
apresentaram diferenca significativa entre si.

Tabela 1: Médias dos valores de enraizamento, brotagdo e calogénese de
explantes foliares tratados com doses de AIA ANA 2,4-D e BAP ap6s 30 dias.

MEDIAS Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 TS 9 F

ENRAIZAMENTO 0.71B 0.71B 0.71B 0.71B 0.81B 0.81B 1.81A 1.88A 0.71B <0,01

BROTACAO 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A

CALOGENESE 1.37A 1.45A 0.71B 0.71B 0.81B 0.81B 0.71B 0.71B 0.71B <0,01

Enraizamento: D.P. = 0.38; ERRO PADRAO = 0.17; MEDIA GERAL = 1.0; C.V. = 18.19.
Calogénese: D.P. =0.21; ERRO PADRAO = 0.09; MEDIA GERAL = 0.89; C.V. = 13.46.
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6.1.3 Fase 3

Pode-se observar na figura 7 que ocorreu formagao de calos (7 a) e raizes (7 b)
nesta fase. A tabela 2 mostra que o tratamento 19 (10,0mg\l de ANA e 10,0mg\l de
BAP) obteve a maior média de enraizamento com uma diferenga significativa dos

demais tratamentos a um nivel de 1%.

Figura 7: Calos em explantes foliares tratados com 10.0mg\l de 2,4-D e 10,0 mg\l
de BAP (a) Raizes em explantes foliares tratados com 10,0 mg\l de ANA e
10,0mg\l de BAP (b),apés 30 dias.

Foto: Hélio Leonardo

Seguido dos tratamentos 18 11 e 12, os quais nao apresentaram diferencga
significativa entre si. Nos tratamentos 1, 6, 7, 13, 14, 15, 20 e 21 nao ocorreu o
indugcdo ao enraizamento, como pode ser observado na figura 8 e a maior

porcentagem de enraizamento ocorreu no tratamento 19 (90%).
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Figura 8: Porcentagem de enraizamento de explantes foliares tratados com ANA,
AlA, 2,4-D e BAP apos 30 dias.
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Nesta fase ndo houve ocorréncia de brotos nos explantes nesta fase do
experimento.

O tratamento 21 (fig 9) foi o que apresentou a maior média de calogénese
(10,0mg\l de 2,4-D e 10,0mg\l de BAP). Como mostra a figura 9, a maior
porcentagem de calogénese foi encontrada respectivamente nos tratamentos 6, 7,
14, 13, 20 e 21, e ndo ocorreu formagao de calos nos tratamentos 1, 4, 5, 11, 12,
18 e 19.

Figura 9: Porcentagem de calogénese de explantes foliares tratados com ANA,
AlA, 2,4-D e BAP apds 30 dias.
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6.2 Nodulos foliares

6.2.1 Fase 1

Particularmente, este tipo de explante respondeu bem aos protocolos de assepsia.
Apesar das altas taxas de contaminagéo encontradas nos tratamentos 1, 2, 3 e 4,

(fig 10) com o protocolo 5 obteve-se um percentual de descontaminagao de 95%.

Figura 10: Porcentagem de descontaminacéo de explantes foliares tratados com

Benlate, Tween e Hipoclorito.
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6.2.2 Fase 2

Nesta fase obteve-se a maior média de enraizamento no tratamento 8 (tab 3).
Seguido pelo tratamento 7, ambos compostos por ANA 1,5mg\l e 3,0mg\l
respectivamente. A significancia obtida foi abaixo de 0,01%.

Nao houve ocorréncia de brotagao neste tipo de explante.

As maiores médias de calogénese foram obtidas nos tratamentos 2 e 1

respectivamente, como pode ser observado na tabela 3. Estes tratamentos
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continham 2,4-D nas concentragdes de 1,5mg\l e 3 mg\l. Os tratamentos 3, 4, 7, 8,
e 9 ndo induziram a formacdo de calos e os tratamentos 5 e 6 induziram

calogénese mas sem diferenca significativa.

Tabela 3: Médias dos valores de enraizamento, brotagdo e calogénese de
explantes foliares tratados com doses de AIA ANA 2,4-D e BAP ap6s 30 dias.

MEDIAS TT T2 T3 T4 T5 T6 ™ T8 T9 F

ENRAIZAMENTO 0.71D 0.71D 0.71D 0.71D 0.99CD 1.05BC 1.36B 1.75A 0.71D <0,01

BROTACAO 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A 0.71A

CALOGENESE 1.47B 1.71A 0.71D 0.71D 0.96C 1.10C 0.71D 0.71D 0.71D <0,01

Enraizamento: D.P. = 0.24; ERRO PADRAO = 0.07; MEDIA GERAL =0.9; C.V.=15.04.
Calogénese: D.P. =0.16; ERRO PADRAO = 0.05; MEDIA GERAL =0.99; C.V. =16.72.

6.2.3 Fase 3

A figura 11 mostra que houve incidéncia de calos e raizes neste tipo de explante.

E a figura 12 apresenta a forma caracteristica que este explante forma calos.

Figura 11: Explantes foliares enraizados com doses combinadas de ANA e TDZ

na fase 3 do experimento aos 30 dias.

I1cm

Foto: Hélio Leonardo
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Figura 12: Calos em explantes foliares tratados com doses combinadas de ANA e

TDZ na fase 3 do experimento aos 30 dias.

Foto: Hélio Leonardo

A tabela 4 mostra que as combinagdes de ANA de 10,0mg\l e BAP 0,0, 5,0 e 10,0
mg\l respectivamente, aplicadas nos tratamentos 5 10 e 15 obtiveram os maiores

valores de enraizamento, e apresentarem diferenga significativa abaixo de 1%.

Nos tratamentos 1, 6 e 11 ndo houve ocorréncia de enraizamento, e os demais
tratamentos induziram a formacao de raizes mas sem diferenga significativa entre

Si.
Nao houve ocorréncia de brotos nos explantes nesta fase.

As médias de calogénese apresentaram significancia abaixo de 0,01%. Sendo que
as maiores médias foram obtidas nos tratamentos com doses combinadas de TDZ
e AIA nos tratamentos 7 e 8, como mostra a tabela 4. Nao houve incidéncia de
calogénese nos tratamentos 1, 4, 5, 9, 10, 11, 14 e 15. Ja nos tratamentos 2, 3, 6,

12 e 13 ocorreu diferenga significativa, mas em valores meédios.
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6.3 Apices

6.3.1 Fase 1

Este tipo de explante apresentou razoavel taxa de contaminagao por fungos, como
mostra a figura 13. Esta contaminagdo diminuiu de acordo com o aumento da
concentracdo e do tempo de exposicdo ao fungicida. Porém, os niveis de
contaminagao por bactérias (fig 14) se mantiveram altos em todos os protocolos

testados, até mesmo no tratamento cinco.

Figura 13: Porcentagem de contaminagdo por fungos em explantes apicais
tratados com Benlate, Tween, Hipoclorito a Cloraphenicol em cinco diferentes

solucdes de descontaminacgao.
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Figura 14: Porcentagem de contaminagcdo por bactérias em explantes apicais
tratados com Benlate, Tween, Hipoclorito a Cloraphenicol em cinco diferentes

solugdes de descontaminagao.
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Contaminagao por Bactérias
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Mesmo neste ultimo caso o nivel de contaminacgéao foi bastante alto (75%), devido
a esse fato, um novo protocolo de assepsia foi acrescido ao estudo
especificamente para esta fonte de explante, este constou de: Benlate 6g\l por 24h
+ Ampicilina 500mg\l + hipoclorito (solugao comercial) a 20 % + tween.

Os resultados deste novo protocolo estdo descritos na figura 15. Onde pode-se
observar que a contaminagao por bactérias diminuiu para 19%, o que inviabilizou

a continuidade do estudo.

Figura 15: Porcentagem de contaminagao por bactérias em explantes apicais
tratados com Benlate, Tween, Hipoclorito a Cloraphenicol (t1, t2, t3, t4, t5) e

Ampicilina (t6) em seis diferentes solugdes de descontaminagao.
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6.3.2 Fase 3

Pela observacdo da tabela 5 pode-se observar que nao houve diferencga
significativa entre as médias de enraizamento. Ja nas médias de brotagao
observa-se que ao melhores resultados foram obtidos nos tratamentos 3 e 4 que
continham ANA (5,0mg\l e 10,0mg\l respectivamente) e BAP (5,0mg\l), nestes

casos o niveis de significancia ficou abaixo de 1%.

A figura 16 a mostra o padrao de brotagdo dos apices, e a figura 16 b mostra uma

plantula de andiroba obtida via cultura de tecidos no tratamento 4 (tab 5).

Figura 16: Brotos em Apices de Andiroba tratados com BAP e ANA na fase 3
deste estudo aos 30 dias (a); Plantula de andiroba gerada via embriogénese

somatica no tratamento 4 com 10,0mg\l de ANA e 5,0mg\l de BAP aos 30 dias.

E;:_fﬁ':

Foto: Hélio Leonardo

Nao houve ocorréncia de calos em nenhum dos tratamentos testados nesta fase.

Tabela 5: Médias dos valores de enraizamento, brotacdo e calogénese de
explantes obtidos de apices tratados com doses combinadas de ANA e BAP apods
30 dias.

Médias T1 T2 T3 T4 F
Enraizamento 1,24A 1,42A 1,20A 1,33A NS
Brotagcao 0,93B 0,99B 1,33A 1,37A <0,01
Calogénese 0,71 0,71 0,71 0,71

Enraizamento: D.P. = 0.47; ERRO PADRAO = 0.15; MEDIA GERAL = 1.3; C.V. = 16.72.
Brotacdo: D.P. = 0.28; ERRO PADRAO = 0.09; MEDIA GERAL = 1,14; C.V.=36.45.
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7. DISCUSSAO

7.1 Assepsia

Os protocolos de assepsia testados foram sendo adaptados de acordo com as
respostas fitossanitarias dos explantes. No geral, a utilizagdo do Benlate reduziu a
contaminagao por fungos a niveis baixos quando comparado com Emrich et., al,
(2005), que reduziu a contaminagdo fungica a 0% utilizando o benlate em

explantes foliares de Cajui.

Estes resultados vao de acordo com Teixeira, (1993), que sugere o uso de Benlate
no combate a contaminagao fungica enddgena, e também. E como se esperava,
o0 aumento da concentracdo e do tempo de exposicdo ao fungicida diminuiu a

incidéncia de contaminacao por fungos.

A contaminagdo por bactérias seguiu 0 mesmo principio acima nos explantes
foliares e nos nodulos foliares. No entanto, os explantes apicais necessitaram do
acréscimo de um novo protocolo de assepsia devido as altas taxas de
contaminagao por bactérias apresentadas nos cinco primeiros protocolos de

assepsia.
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Segundo Grattapaglia & Machado (1998), as contaminagdes bacterianas
enddgenas frequentemente representam sério problema no estabelecimento das
culturas. Neste caso a contaminagcdo bacteriana mostrou-se muito alta em todos
os protocolos de assepsia testados, até mesmo no protocolo cinco, no qual
utilizou-se o antibidtico Cloraphenicol na concentragdo de 500 mg\l, que é

considerada uma concentragcao bastante alta.

O acréscimo do protocolo seis surtiu o efeito desejado. A presenga da Ampicilina a
500mg\l eliminou 81% da contaminacgéo bacteriana. Permitindo que se instalasse
a fase 3 do estudo. A ampicilina também obteve boas taxas de descontaminagao
em explantes de Batata (Carvalho & Torres, 2005) e de Maracujazeiro
(Schewengber et., al, 2005).

Ao se comparar a resisténcia dos explantes aos protocolos no que diz respeito ao
dano causado pela manipulagédo, tendo em vista que a oxidagdo causada pela
solugdo de hipoclorito € um fator limitante no processo de estabelecimento dos
explantes in vitro de acordo com Hartman & Kester (1983), pode—se afirmar que
os explantes desta espécie possuem alta resisténcia quando comparados com
explantes de oliveira (Rugini,1990), Coffea arabica (Sondahl & Saharp, 1977), os
quais necessitaram de substancias como glutationa e cisteina HCI adicionadas ao
meio de cultura devido a grande incidéncia de oxidagao, ja no caso das folhas de
Anacardium humille (Londe et.,, al, 2005) a oxidagcdo foi o fator limitante na

propagacao in vitro desta espécie.

7.2 Fase 2

As dosagens testadas na fase dois serviram como um indicador para quais
hormoOnios combinar na fase 3. Os horménio que apresentou os melhores
resultados na formagéo de raizes em todas as fontes de explante foi o ANA, na

formacao de calos o0 2,4-D obteve bons resultados.
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Porém nao houve incidéncia de brotos nos explantes foliares e nem nos nddulos
foliares. Isto provavelmente se deve ao fato de estes explantes terem sido
retirados de regides da planta que possuem células “programadas” para outro tipo
de funcdo, e ndo se encontrarem na presenca de hormdnios de crescimento,
devido a isso perderam a capacidade de regenerar brotos nas condi¢oes testadas
neste estudo (Guerra & Nodari, 2000).

Devido a limitagdes no tempo estipulado no cronograma, nao foi possivel instalar a
fase 2 para os explantes apicais. No entanto os resultados obtidos nesta fase com
as outras fontes de explante foram utilizados na escolha dos horménios que foram

combinados na fase 3 para os explantes apicais apices.

7.3 Fase 3

Na formacdo de brotos apenas os explantes apicais responderam
significativamente a presenca do BAP. Os meristemas apicais sdo um sitio ativo
de biossintese de horménios, e possuem uma pré-disposi¢ao a incidéncia de
brotos, o que provavelmente foi potencializado pelas doses aplicadas do BAP nos

explantes apicais (Hartman & Kester 1983).

Mas no caso dos explantes foliares e dos nédulos foliares ndo ocorreu a interagao
desejada entre as combinagbes de horménios aplicadas, e a resposta fisiologica
que levaria a formacao de brotos ndo se expressou. No entanto estas duas fontes
de explante apresentaram uma intensa formacado de calo, principalmente nos
tratamentos com as doses mais altas de 2,4-D. Resultados semelhantes foram
encontrados por Londe et al.,, (2005) com Cajui, e Soares et al., (2005) com

Mangabeira.
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Dessa forma sabe-se que o calo é considerado um tecido indiferenciado, ou pouco
diferenciado que pode ser induzido, tornando-se determinado e, finalmente sofrer
diferenciacdo para formar gemas caulinares ou raizes, conforme o balango

hormonal aplicado (Peres 2002).

Tanto a aquisicdo de competéncia quanto a determinacdo sao reflexos da
expressao diferencial de genes envolvidos nos processos de desenvolvimento
(Skoog & Miller, 1957). Dessa forma o calo assume um papel muito importante no
processo de organogénese indireta podendo ser diferenciado a fim de formar uma

planta inteira em uma segunda fase do experimento.

A formacao de raizes nesta fase ocorreu em todas as fontes de explante. Porém
esta ndo apresentou significancia nos explantes apicais, acredita-se que a
ocorréncia natural de auxinas neste tecido nao favoreceu a aquisicdo da
competéncia das células na presenga da auxina exogena, assim nao induziu a

uma significativa formagao de raizes nestes explantes.

Nas folhas e nos nodulos foliares associa-se a diferenca significativa obtida nos
valores de enraizamento ao fato de os explantes terem sido obtidos de material
juvenil (Hartman & Kester 1983). Sabe-se que as células mais jovens possuem
maior potencial de adquirirem competéncia na presenga de reguladores de
crescimento, neste caso especificamente o regulador que melhor induziu o

enraizamento foi o ANA nas maiores doses aplicadas em combinagdao com o BAP.

No entanto ndo se encontrou nenhuma relacdo entre o enraizamento e as doses
0,0 e 10,0 mg\l de BAP, isso significa que provavelmente somente o ANA tenha

agido positivamente no enraizamento dos explantes.

Tendo em vista que a interagao entre o explante e o hormbnio se da em niveis
fisiolégicos e genéticos, as doses testadas apresentaram resposta significativa a

um nivel de 1% em quase todos os experimentos implantados, o Unico
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experimento que nao apresentou significancia foi o enraizamento na fase 3 para
explantes apicais, ou seja, as condigdes testadas ofereceram boas condigbes para
a interacao entre explante X horménio X ambiente.
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8. CONCLUSOES

Por meio das condigdes testadas neste estudo € possivel concluir que:

Explantes apicais de andiroba possuem maior capacidade de enraizamento

e brotacao;

O ANA ¢é o horménio que mais favorece o enraizamento de explantes de
Andiroba;

O 2,4-D é o horménio que mais favorece a indugcédo de calos em explantes

de andiroba;

A dose de 3,0 mg\l de ANA é a melhor dose para favorecer o enraizamento

de explantes de Andiroba;

A solucdo com 10,0 mg\l de ANA e 10,0 mg\l de BAP compde a melhor via
para a obtencido de plantulas de Andiroba via embriogénese somatica direta em

explantes apicais.
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