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Resumo. O presente trabalho objetivou o estabelecimento de protocolos de desinfestagdo, germinagdo e
micropropagacéo in vitro de grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbride). Para a desinfestacdo e quebra de dorméncia
das sementes, foram testados trés tratamentos, e inoculadas em tubo de ensaio contendo meio de cultivo. Ja para
variavel germinacgdo, foram testados quatro meios nutritivos, MS, MS %, WPM, WPM %. E, para inducdo da
organogénese, o meio de cultura utilizado foi o WPM, suplementado com BAP, nas concentra¢8es de 0,0; 0,4; 0,8 ml/L
combinados com ANA na concentracdo de 0,05 ml/L. Os explantes utilizados neste estudo foram hipocétilos e
cotilédones obtidos de plantulas de grapia germinadas in vitro, 30 dias ap6s a inoculagdo em meio de cultivo. A indugéo
da organogénese foi realizada em meio de cultivo WPM. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia. O tratamento Ill mostrou-se mais eficiente tanto para
assepsia, como para quebra de dorméncia de sementes, proporcionando 92% de germinagdo e 2% de contaminagao.
Ja para a germinacao in vitro, os meios WPM e WPM ¥ foram os mais efetivos, favorecendo 100% de germinagao.
Para as variaveis formacdes de calos e brotos em explantes de hipocétilos, ndo houve diferenca significativa entre as
concentragbes de BAP testadas. Porém, observou-se em explantes de cotilédones que as melhores respostas
ocorreram nas concentrac¢des de 0,8ml e 0,4ml BAP e 0,05ml de ANA.
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Abstract. The present study aimed to establish the protocols for disinfestations, germination and in vitro
micropropagation of grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbride). To disinfestations and break seed dormancy, were
tested three treatments, and inoculated into test tubes containing growing medium. As for variable germination were
tested four medium of nutritious, MS, MS%2, WPM, WPM Y. And, to introduce organogenesis, the growing medium used
was WPM, supplemented with BAP, at concentrations of 0,0; 0,4; 0,8 ml/L, combined with ANA in the concentration of
0,05 ml/L. The explants used in this study were hypocotyls and cotyledons obtained from grapia seedling germinated in
vitro, 30 days after inoculation in growing medium. The organogenesis induction was performed in WPM growing culture.
The evaluated parameters in this study were the disinfestation and break dormancy, germination and organogenesis
induction. The data were subjected to variance analysis and the by Tukey test, at 95% of probability. Treatment Il
showed to be more efficient for both aseptic and to break seed dormancy, providing 92% of germination and 2% of
contamination. As for the in vitro germination, the WPM and WPMY2 growing cultures were the most effective, favoring
100% of germination. For various formations of calluses and sprouts on hypocotyls explants, there was no significant
difference between the tested BAP concentrations. However, it was observed in cotyledon explants that the best results
occurred at concentrations of 0,8 ml and 0,4 ml of BAP and 0,05 ml of ANA.

Keywords: Germination; Break dormancy; Organogenesis

Introducéo distribuicdo, de grande importadncia e interesse

Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbride conhecida madeireiro, encontrando-se, atualmente em
como grapia, pertence a familia Caesalpiniaceae € processo de extingdo (NICOLOSO et al, 2008). Sua
uma espécie florestal brasileira com ampla madeira conhecida como madeira de Lei, é dura e
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pesada, possuindo multiplas aplicacdes como, na
fabricacdo de tonéis e pipas, construcdo civil
externa e interna, marcenaria e construcdo naval
(Backes & Irgang, 2004).

Apuleia leiocarpa estad cada vez mais escassa
devido a devastacdo das florestas na sua area de
ocorréncia natural e a exploracdo de sua madeira
de forma extrativista, sem haver reposicao através
de reflorestamento (Nicoloso et al., 1999). Além
desses fatores, Backes e Irgang (2004) citam a
dificuldade de propagacao natural da espécie, a alta
infestagdo de brocas nas sementes, em
determinadas épocas, e o0 avido consumo dessas
por roedores e periquitos. Carvalho (1994) relatou
gue as sementes apresentam dorméncia fisica e
comportamento recalcitrante o que dificulta a sua
propagacao natural. Dessa forma, a importancia de
utilizar a propagacdo in vitro para produgéo de
mudas dessa espécie deve-se ao fato de que esta
técnica permite a propagacdo massal de &rvores
elites ou economicamente importantes, sendo uma
alternativa para a producdo de mudas de Apuleia
leiocarpa.

A técnica de propagacdo de plantas in vitro,
constitui-se na cultura de células, tecidos e 6rgaos,
em meio nutritivo e conduzida em condigbes
assépticas (Xavier et al., 2007). Durante os Ultimos
anos houve um expressivo aumento no uso da
micropropagacao, pois explantes provenientes de
plantulas estabelecidas in vitro sdo excelentes
propagulos para o desenvolvimento dessa técnica,
especialmente por apresentarem tecidos juvenis
com pronta capacidade de crescimento e resposta
morfogénica a aplicacdo de fitorreguladores
(Grattapaglia & Machado, 1998). Contudo, um
sistema de micropropagacdo depende do controle
de grande numero de variaveis, dentre eles a
composicdo do meio de cultura e a fonte de
explantes a serem utilizados.

Segundo Cid (2010), a cultura de tecidos hoje
no Brasil, € uma realidade ndo apenas em muitos
laboratérios académicos, mas também em
empresas privadas, bem articuladas
comercialmente e relacionadas com culturas de
importancia econémica, tais como: cana-de-agucar,
flores, eucaliptos e pinheiros. Com isso, observa-se
a caréncia de pesquisas voltadas para espécies
florestais nativas, as quais foram intensamente
exploradas, estando hoje ameacadas de extingcao,
tendo em vista o direcionamento dos estudos para
espécies florestais exéticas.

Desta forma, entende-se que a utilizacdo da
micropropagacao vem auxiliar na producéo clonal in
vitro da Apuleia leiocarpa, garantindo o
desenvolvimento de novos individuos, em grande
escala, em menor espaco de tempo, em qualquer
época do ano, com caracteristicas superiores, livres
de doencas e ataque de inimigos naturais durante
seu desenvolvimento.
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o melhor método de desinfestacdo e quebra
de dorméncia de sementes de Apuleia leiocarpa,
testar diferentes composicdes de meio de cultivo
para germinacdo e, estabelecer um sistema de
regeneracao in vitro, identificando a melhor fonte de
explantes.

Métodos

As sementes de Apuleia leiocarpa utilizadas
nesse estudo foram adquiridas da Empresa M.P.
Administradora Florestal Ltda., localizada na cidade
de ljui/RS. As sementes foram coletadas em maio
de 2012 na cidade de Porto Alegre-RS.

Experimento | - germinacao de sementes de Apuleia
leiocarpa

Para a assepsia e quebra de dorméncia
foram testados trés tratamentos com cinco
repetices e cada repeticdo contendo 10 tubos com
uma semente em cada tubo. Para o tratamento |, as
sementes foram submersas em H2S04 98%, por 20
minutos sob agitacdo constante, em agitador
magnético e, imediatamente, as sementes foram
lavadas em &gua destilada por 5 minutos com
agitacdo constante. No tratamento Il, as sementes
foram lavadas com agua destilada autoclavada e
uma gota de detergente durante 5 minutos, seguido
por enxague com agua destilada autoclavada para
remocdo do detergente e imersdo em alcool etilico
70% por um minuto. Apds, foram colocadas em
hipoclorito de sédio na concentragdo de 2,5%
durante 5 minutos, como forma de desinfestacio
mais especifica. Todas as etapas foram realizadas
mediante agitacdo com o agitador magnético. Em
seguida, foram submetidas a trés enxagues com
agua destilada autoclavada. E no tratamento lll, foi
realizada a juncdo dos dois tratamentos anteriores.

O meio de cultura utilizado para a inoculagéo
das sementes foi o Wood Plant Medium (WPM)
(Lloyd e McCown, 1981) sendo descrito como:
MCCOWM MISTURA BASAL PARA CULTURA, o
qual foi adquirido da empresa Sigma - Aldrich Brasil
Ltda de Sado Paulo, como mistura pronta sendo
recomendado a utilizacdo de 2,3 g/L. Para a
preparacao do meio foi utilizado agua destilada e
autoclavada, 6 g/L de agar, 30 g/L de sacarose,
becker, bastdo de vidro, bailarinas, agitador
magnético e microondas. Primeiramente, efetuou-se
a diluicdo da mistura em 4gua destilada/autoclavada
em agitador magnético. Logo apds, foi acrescentado
0 4gar e colocado em forno microondas para auxiliar
na diluicéo.

Depois de preparado o meio, este foi
distribuido nos tubos de ensaio, sendo estes
fechados com papel-aluminio e colocados para
autoclavar durante 20 minutos. Com os meios de
cultivos prontos, as sementes foram desinfestadas e
inoculadas nos tubos de ensaio. Este procedimento
foi realizado na capela de fluxo laminar, com auxilio
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de lamparina a qual foi utlizada para fazer a
flambagem dos tubos e esterilizacdo dos
instrumentos utilizados.

Logo apdés a inoculacdo das sementes, os
tubos foram novamente fechados com papel
aluminio e filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC). Em
seguida, estes, foram colocados em estantes
devidamente identificadas e mantidos em sala de
cultivo durante 21 dias com temperatura de 25 + 2
°C e fotoperiodo de 16 h.

Experimento Il - assepsia e quebra de dorméncia
das sementes de A. leiocarpa

Para o teste de germinacdo o experimento foi
composto por quatro tratamentos e cinco repeti¢coes,
sendo cada repeticdo compostas por 10 tubos de
ensaio com uma semente em cada. Os meios de
cultivos utilizados foram formulacdes prontas de
Murashige e Skoog, (1962), (MS) MS ., WPM,
WPM Y2, adquiridas da Empresa Sigma — Aldrich.

Para o tratamento | foi realizada a inoculagéo
das sementes em meio de cultura MS, o tratamento
I, foi realizada a inoculagdo das sementes em meio
de cultura MS %, o tratamento Il a inoculagéo das
sementes foi em meio de cultura WPM e no
tratamento IV as sementes foram inoculadas em
meio de cultura WPM %A.

A analise dos dados foi realizada através da
contagem de sementes germinadas em estado de
plantula, ndo sendo levada em consideragdo a
contaminacdo das mesmas, aos 30 dias apds a
inoculagéo.

Experimento Il — organogénese

Para a inducdo da organogénese in vitro,
foram utilizados como explantes segmentos de
cotilédones e hipocétilos isolados de plantulas de
Apuleia leiocarpa germinadas in vitro, com 30 dias
de idade. O experimento contou com trés
tratamentos e 10 repeticdes, sendo que cada placa
da Petri correspondeu a uma repeticdo e, em cada
placa foram inoculados oito explantes (quatro
segmentos de cotilédones e quatro de hipocotilos).
Ambos os tratamentos continham 0,05 ml de acido
p-naftalenoacético (ANA) e concentragbes de 6-
benzilaminopurina (BAP) de 0,0, 0,4 e 0,8 ml, sendo
nomeadas como TI, Tll e TIII.

O meio nutritivo utilizado foi o WPM (mistura
pronta) acrescentado de 30g/l de sacarose, 6 g/l de
agar e o pH ajustado para 5,8. Depois de
preparados, os meios foram levados para a
autoclave durante 15 minutos a uma temperatura de
121°C. Posteriormente, os meios foram levados
para a capela de fluxo laminar e distribuidos em
placas de Petri, deixando-os por alguns minutos até
esfriar. Com o meio frio efetuou-se o isolamento e
inoculacédo dos explantes.

ApOGs a inoculacdo dos explantes em meios
nutritivos, as placas foram vedadas com filme de
Poli Cloreto de Vinila (PVC) e os tratamentos
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identificados. As culturas foram incubadas e
mantidas em salas de crescimento com temperatura
de 25 = 2°C, umidade relativa do ar em torno de
70% e fotoperiodo de 16 horas.

A avaliacdo foi realizada pela contagem do
numero de explantes com brotagées, 50 dias apds a
inoculacéo.

O delineamento experimental utilizado nos
trés experimentos foi o inteiramente casualizado e a
comparacao entre as médias dos tratamentos foi
realizada através do teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade de erro, com auxilio do programa
ASSISTAT Versao 7.6 beta (pt) (Silva & Azevedo,
2009).

Resultados e discusséo
Assepsia e quebra de dorméncia das sementes de
Apuleia leiocarpa

A andlise dos resultados mostrou que o
tratamento Il diferiu  significativamente  dos
tratamentos | e Ill (Figura 1). Apesar de ndo haver
diferenca significativa entre os tratamentos | e I,

verificou-se uma tendéncia de aumento na
porcentagem de germinagdo das sementes
submetidas ao tratamento Ill, no qual 92% das

sementes germinaram seguidas do tratamento |
com 90% e do tratamento Il com 58% de
germinacdo (Figura 1). Resultados semelhantes
foram obtidos por Nicoloso et al. (1997), em estudo
sobre o efeito de métodos de escarificacdo na
superacdo da dorméncia de sementes e de
substratos na germinagdo e no desenvolvimento da
A. leiocarpa, no qual a maior porcentagem de
germinacao foi obtida pela imersdo das sementes
no H2S04 durante 20 minutos.

Para sementes de flamboyante (Delonix
regia), Missio et al. (2011), obtiveram porcentagens
de germinacdo menores que as obtidas no presente
estudo. Os autores testaram diferentes
concentracbes e tempo de imersdo em H2SOas,
sendo que nos tratamentos em que as sementes
foram imersas em H2S04 98% durante 180 minutos,
120 minutos e 90 minutos, a porcentagem de
germinacao obtida foi de 53% para ambos os
tratamentos. Lemos Filho et al. (1997), trabalhando
com sementes de fedegoso (Senna macranthera),
espécie pertencente a mesma familia da Apuleia
leiocarpa, ndo verificaram diferenca significativa
entre a escarificacdo mecéanica com lixa abrasiva e
a escarificagdo quimica com H2SO4 por 12 minutos.
Neste estudo, os autores obtiveram 63% e 74,7%
de sementes germinadas, respectivamente, ambos
mostraram um aumento estatisticamente
significativo em relagéo ao controle, com 41,5% de
sementes germinadas.

Conforme Nicolosso et al. (1997), “ [...] 0 uso
da escarificacdo quimica com H2SOs4 concentrado
mostra-se eficiente para a superagéo da dorméncia
e seguro para a germinacdo das sementes de
grapia e de outras espécies”. A passagem das
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sementes de grapia em agua fervente pode ser um
tratamento eficiente para a quebra de dorméncia,
mas por mais rapida que seja esta passagem, ela
causa danos a germinacao das mesmas (Nicoloso
et al., 1997).

Para assepsia das sementes, os resultados
obtidos mostraram que o H2SO4 também é um
excelente agente descontaminante, sendo que 0s
dois tratamentos submetidos a este, resultaram em
guase 100% de descontaminacgédo, ou seja, o Tl teve
4% de sementes contaminadas e o TlIl apenas 2%,
enquanto que o TIl onde as sementes ndo foram
submetidas ao H2SO4, a contaminacgédo foi de 40%
(Figura 1).

Estes resultados concordam com a afirmacgéo
de Lencina et al. (2010), os quais ressaltam que a
utiizacdo de NaOC| é desnecessaria para a
assepsia de sementes de Apuleia leiocarpa, e que a
aplicagdo de &cido sulfurico, além de quebrar a
dorméncia, contribui para a desinfestacdo das
sementes.

Rosa et al. (2012) concluiram “[..] que a
escarificacdo mecénica, efetuada com lixa, é um
método eficiente para superacdo da dorméncia em
sementes de bracatinga (Mimosa scabrella
Bentham), resultando em uma maior porcentagem
de germinagao”.
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A Figura 1 mostra a ocorréncia de
contaminagdo no cultivo in vitro das sementes de
Apuleia leiocarpa. A maior porcentagem de
contaminagdo e, consequentemente uma reducao
média de 33% do seu potencial de germinacéo
ocorreu nas sementes submetidas ao tratamento |l
Supde-se que a ocorréncia de microorganismos
(fungos e bactérias) na cultura in vitro, pode ter
contribuido para a reducdo da germinacdo das
sementes de Apuleia leiocarpa.

Kalil Filho et al. (2000), relataram que a
utilizacdo de hipoclorito de so6dio associado ao
tempo de desinfestacdo na presenca e auséncia de
luz foi considerada eficiente na descontaminacéo e
germinacdo de mogno (Swietenia macrophylla ),
obtendo 100% da capacidade de germinacao,
mesmo quando as sementes apresentavam 11,8%
de contaminacdo por fungos e bactérias. Em
tratamentos pré-germinativos em sementes de
caixeta (Dydimopanax morototoni), a escarificacdo
quimica com HCl e com H2SO4 70%, durante 5 e 10

minutos, ndo produziu efeito desejado, sendo
ineficaz, para a germinagdo (Franco; Ferreira,
2002).

m Germinagéo

Contaminagao

T

TH

Tl

Tratamentos

Figura 1: Porcentagem de germinacdo e contaminacdo de sementes de Apuleia leiocarpa, submetidas a diferentes

métodos de assepsia e quebra de dorméncia.

Franco e Ferreira (2002), concluiram que
lavagens com agua destilada e mistura alcool mais
agua por 45 minutos foram os tratamentos mais
eficazes e que promoveram o processo de
germinacdo de Dydimopanax morototoni, em 60 % e
66% respectivamente. Por outro lado, os mesmos
autores relataram que sementes de caixeta nado
germinaram em meio MS, quando foram submetidas
a diferentes tratamentos de desinfestacao,
sugerindo que a mesma tenha ocorrido devido a
grande incidéncia de fungos saprofiticos e sua
proliferag@o nos cultivos in vitro.

Diferentes tratamentos tém sido utilizados em
espécies florestais visando minimizar os problemas
de contaminacdo e maximizar a germinagcdo das
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sementes. Em estudo de propagacdo in vitro de
farinha-seca (Albizia niopoides) realizado por Rossi
e Sartoretto (2013), as mesmas verificaram que
houve um aumento no numero de sementes
germinadas e diminuicdo da porcentagem de
contaminagdo das sementes, com o aumento do
tempo de imersdo das sementes em hipoclorito de
sédio, mas os resultados nao diferiram
estatisticamente entre si.

Em trabalho sobre desinfestacdo e
germinacdo in vitro de sementes de angico-
vermelho (Parapiptadenia rigida Bentham
(Brenam)), as sementes desinfestadas com 2,5 e
5,0 % de hipoclorito de so6dio durante 30 e 15
minutos, respectivamente, apresentaram maior
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porcentagem de germinacdo e forneceram as
menores porcentagens de contaminagcdo fungica
e/ou bacteriana (Nascimento et al., 2007).
Germinacdo de sementes de Apuleia leiocarpa

No experimento Il, a andlise estatistica
mostrou diferenca significativa somente entre os
meios MS e WPM, sendo que, no meio de cultura
WPM e WPM % 100% das sementes germinaram.

Ja no meio de cultura MS obteve-se 90% de
sementes germinadas e no MS Y% 86%, nao
diferindo estatisticamente entre si (Figura 2).

Resultados similares foram encontrados por Fick
(2007) em seu estudo com louro-pardo (Cordia
trichotoma (Vell.) Arrdb. ex Steud), o qual analisou
gue o0 meio WPM proporcionou maior crescimento e
enraizamento dos propagulos do que o MS %, em
todas as variaveis analisadas.

De acordo com Grattapaglia e Machado
(1998), o meio de cultura WPM apresenta uma
proporcdo e composicdo salina diferenciada em
relacdo ao meio MS e maior disponibilidade da

100%
80%
60%
40%

20%

vitamina Tiamina — HCI, a qual apresenta resultados
benéficos para a multiplicacdo em concentracbes
superiores a do meio MS.

Em estudo sobre germinag&o e propagacao in
vitro de cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A.C.
Smith), os maiores percentuais de germinacdo in
vitro, ocorreram nos meios de cultura com reducéo
nas concentracdes salinas. O meio de cultura MS/2
foi o que promoveu o maior percentual de
germinacao, ja o meio de cultura MS foi o0 menos
eficaz (Fermino Junior; Scherwinski-Pereira, 2012).
Os mesmos autores relatam que a germinacéo nas
distintas concentracdes dos sais de MS (MS, MS/2,
MS/4) mostraram diferencas, enquanto que a
utilizacdo dos sais de WPM mostraram
semelhancas nas concentracdes integrais (100%) e
reduzidas a metade (WPM/2). Resultados similares
foram encontrados neste estudo, onde no meio
WPM e WPM ¥, proporcionaram uma germinagéo
de 100% das sementes de Apuleia leiocarpa.

% de germinacédo de sementes

0%

MS MS %2

Tratamentos

WPM

WPM Y2

Figura 2: Porcentagem média de sementes de Apuleia leiocorpa germinadas em diferentes meios de cultivo in vitro.

Em teste de germinagdo in vtro com
sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii ),
Zanotti et al. (2012), concluiram que o meio de
cultura MS, na concentracdo total de sais, de um
modo geral, possibilitaram maiores porcentagem de
germinacdo. J4 para a espécie Mimosa scabrella,
Rosa et al. (2012), relataram que a germinagéo in
vitro desta espécie é otimizada pelo cultivo em meio
de cultura MS reduzido ¥ da concentragdo de sais.

Organogénese

O processo de organogénese em plantas
resulta da interacdo entre competéncia celular,
determinacéo e diferenciacdo celular, sendo todas
influenciadas e dirigidas por substancias promotoras
do crescimento (Christianson & Warnick, 1985 apud
Sartoretto et al.,, 1999). As células competentes
adquirem determinacdo ap6s um determinado sinal
e entram em processo de diferenciacdo. Os
promotores de crescimento (auxina/citocinina)
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controlam este processo, sendo que as auxinas
restaurariam a competéncia das células a entrarem
em divisdo e, as citocininas, permitiriam a entrada
efetiva das células no ciclo de divisdo (Zhang et al.,
1996 apud Sartoretto et al., 1999).

A formacdo de calogénese (calo) foi
observada tanto em explantes derivados de
hipocétilos quanto de cotilédones (Figura 3A, B, C,
D e E), nos tratamentos |, 1l e Ill. No Tratamento |, a
formagéo de calos, primordios de brotos e raizes foi
observada somente em explantes derivados de
hipocétilos (Figura 3 B e C; Figura 4), em explantes
de cotilédones ouve uma reduzida formacédo de
calos. Ja a organogénese (formacgédo de calos e de
brotos) pode ser observado nas Figuras 3 D e E,
tratamento 1l e Il, respectivamente. Este resultado
sugere que o uso de 0,4ml/L e 0,8ml/L de BAP +
0,05ml/L de ANA, mostraram-se efetivos na inducao
da organogénse, tanto diretos como indireta, em
explantes juvenis de Apuleia leiocarpa.
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Candido e Testa (2009), trabalhando com
hipocétilos de cedro (Cedrela fissillis  Vell.)
encontraram maior porcentagem de formacédo de
gemas na concentracédo de 7,5 uM de BAP e 1,0 uM
de ANA. No mesmo estudo testando formacéo de
raizes, as mesmas concluiram que a maior
porcentagem de formacdo  ocorreu nas
concentracdes de 0,5 a 5,0 yM de BAP e 1,0 uM de
ANA.

De acordo com o observado na Figura 5, em
explantes derivados de hipocétilos, ndo houve
diferencas significativas entre as diferentes
concentracdes de BAP testadas para a formagéo de
calos, sendo que a média geral dos tratamentos foi
de 37%, nestes explantes, ndo se observou a
formacéo brotos.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o
uso em excesso de BAP pode ser téxico e
caracteriza-se principalmente, por apresentar falta
de alongamento das brotacdes, reducdo do
tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento do caule e hiperhidricidade,
dificultando o enraizamento. Como pode ser
observado nas Figuras 4A e B, as concentracdes de
04ml/L e 0,8ml/L de BAP, favoreceram o
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desenvolvimento de calos com primérdios de brotos,
bem como a formac&o de um broto, mostrando que
a colocacdo dos autores ndo se aplicou no estudo
com Apuleia leiocarpa.

Conforme Xavier, Otoni & Penchel (2007),
quando as gemas se formam diretamente sobre os
explantes, a organogénese é denominada direta
[...]. Se a formagdo da gema é precedida pela
formagdo de calo, a organogénese é denominada
indireta, dando origem a gemas, que crescem e se
desenvolvem, formando novas partes aéreas.

Stein et al. (2007) em trabalho realizado com
segmentos caulinares de ingazeiro (Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T. D. Penn), observaram um
efeito inibitério quanto ao tamanho de brotacéo a
medida que foi aumentada a concentra¢do de BAP
e em auséncia de ANA. Entretanto, quando as
diferentes concentracdes de BAP foram combinadas
com 0,5uM de ANA, houve uma tendéncia a
aumento no numero de brotacdes, até a
concentracdo de 2,5u0M BAP. No entanto,
aumentando-se a concentracdo de ANA para
2,5uM, novamente ocorreu uma tendéncia a
reducdo no tamanho médio de brota¢cbes, a medida
gue foi aumentada a concentracéo de BAP.
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Figura 3: Obtencdo de brotos e primérdios de brotos e raizes em explantes de Apuleia leiocarpa, cultivados in vitro,
nas diferentes concentragfes de BAP. (A) Brotos em cotilédones de Apuleia leiocarpa, tratamento | (50 dias); (B)
Hipocétilo com primoérdios de brotos, tratamento | (30 dias); (C) Hipocétilo com primérdios de raizes, tratamento | (30
dias); (D) Broto e primérdio de brotos de Apuleia leiocarpa obtidos no tratamento Il (50 dias); (E) Calos e primordios
de brotos de Apuleia leiocarpa obtidos no tratamento Il (50 dias).
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Figura 4: Porcentagem média de calos e brotos obtidos em explantes derivados de hipocotilos de Apuleia leiocarpa in

vitro, submetidos a diferentes concentragdes de BAP.

Para os explantes derivados de cotilédones,
os melhores resultados foram obtidos nas
concentracdes de 0,4 ml e 0,8 ml de BAP, sendo
gue diferengas significativas foram observadas entre
os trés tratamentos (Figura 5). Grattapaglia e
Machado (1998) ressaltam que a adicdo de
citocininas no meio nutritivo é favoravel, ou até
mesmo hecessaria, sendo que o BAP de modo
geral, é o que apresenta os melhores resultados.
Segundo LEMOS (2010), a adicdo exdgena de
reguladores de crescimento ao meio de cultura
desencadeia um desbalan¢co hormonal enddgeno
dos tecidos dos explantes. Desta forma, a presenca
constante ou excessiva de citocininas e de auxinas
no meio de inducdo ou de multiplicagdo de brotos
pode desequilibrar exageradamente o balancgo
hormonal end6geno dos explantes, além de inibir as
respostas desejadas. Como pode ser observado na
Figura 5, o tratamento contendo 0,4 ml de BAP foi o
gue se mostrou mais efetivo na formacéo de calos e

brotos. Esse resultado demonstra que
concentracdes entre 0,2 ml a 0,6 ml de BAP podem
induzir melhores resultados, sendo que

concentracdes inferiores ou superiores a esses
valores ndo seriam indicados para a multiplicacédo
da espécie Apuleia leiocarpa.

Alves et al. (2004), ao estudarem a
capacidade organogénica de explante foliar de
clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla, ressaltaram, que os melhores resultados
de formagdo de calos nos trés gendtipos testados
foram observados nos tratamentos com a
combinagcdo dos reguladores de crescimento TDZ
(0,5 mg L1) e ANA (0,1 mg L), obtendo-se 100%
de calejamento em explantes foliares.
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Para indugdo da organogénese em
hipocétilos de Cedrela fissillis, Candido e Testa
(2009) encontraram melhor resposta na formacao
de gemas quando os explantes foram inoculados
em meio contendo 2,5 yM de BAP e 1,0 uM de
ANA. J& para formagdo de raizes as mesmas
autoras obtiveram melhores resultados com
concentragdes maiores, 7,5 uM de BAP e 1,0 uM de
ANA. Ao estudarem diferentes concentracbes de
citocininas, para a inducdo de proliferacdo de brotos
em segmento nodal de pau-santo (Kielmeyera
coriacea Martius), Arello & Pinto (1993), obtiveram
resultados satisfatdrios utilizando concentracdes de
5,0 mg.L? de BAP associado com 0,1 mg."“! de
ANA. Ja Martinotto (2004), encontrou como a
combinacdo mais eficiente para a indugdo de
brotagbes em segmentos nodais de cagaiteira
(Eugenia dysenterica DC) as concentragfes de 2,0
mg L de BAP e 0,1 mg L de ANA.

Cordeiro et al. (2004) testando diferentes
concentracdes de BAP com a finalidade de obter
brotagbes de segmentos nodais de parici
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke),
concluiram que o tratamento com 3 mg.L* BAP foi o
gue apresentou maior numero de proliferacdo dos
brotos, com 2,14 brotos por explante.

No que concerne a variabilidade genética,
pode-se dizer que, observando o comportamento in
vitro de cotilédones e hipocotilos de Apuleia
leiocarpa submetidos a um mesmo tratamento,
observou-se desde a auséncia de formacdo de
calos em explantes, até calos em diferentes
estagios de desenvolvimento. Este tipo de resposta
observada em cultivos in vitro (cultura de tecidos
vegetais), € denominado como  genétipo
especificidade ou genoétipo dependéncia. Porque
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diferentes resultados podem ser observados no
desenvolvimento de plantas pertencentes ao
mesmo género, a mesma espécie e diferentes

cultivares ou, simplesmente, genotipos diferentes
(Amirato, 1986 apud Golle, 2010, p. 82).
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Figura 5: Porcentagem média de calos e brotos obtidos em explantes derivados de cotilédones de Apuleia leiocarpa in

vitro, submetidos a diferentes concentra¢gdes de BAP.

De acordo com Golle (2010), um fator que
deve ser levado em considera¢do no cultivo in vitro
€ a oxidagéao fendlica. Este autor, trabalhando com a
espécie cerejeira (Eugenia involucrata DC), relatou
gue a oxidacao fendlica interferiu na resposta dos
explantes quando submetidas a diferentes
concentracdes e combinacdes de reguladores de
crescimento. O mesmo concluiu que a auséncia de
luminosidade foi, de forma geral, favoravel para a
prevencdo da oxidagdo fendlica, provavelmente
porgue na auséncia da luz a atividade da enzima
fenilalanina  amoniliase  (PAL) foi  menor,
desfavorecendo o processo de oxidacdo nos
explantes.

Neste estudo, a oxidagdo néo influenciou de
maneira significativa na formacdo de calos. Golle
(2010) relatou em seu estudo, que as oxida¢gdes ndo
inviabilizaram o desenvolvimento dos calos,
sobretudo quando ocorreram em manchas isoladas
ou de forma branda. Porém, o autor descreve que
na presenga de luz observou um aumento
significativo das oxida¢des, impedindo com isso, o
desenvolvimento dos calos, reiterando a observagéo
de que, na auséncia de luminosidade, a
desdiferenciacao celular € mais promissora.

Concluséao

Os resultados obtidos no presente estudo
permitem concluir que:

- O tratamento Ill foi o mais eficiente tanto
para assepsia, como para quebra de dorméncia de
sementes de A. leiocarpa, o qual proporcionou 92%
de germinacéo e apenas 2% de contaminagéo.
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- Para a germinacao in vitro de sementes de
A. leiocarpa, os meios WPM e WPMY2 foram os
mais efetivos, favorecendo 100% de germinacao.

- Para as variaveis formacdes de calos e
brotos em explantes derivados de hipocotilos, nédo
houve diferenca significativa entre as concentractes
de BAP testadas.

- Para os explantes derivados de cotilédones,
a melhor resposta obtida para as variaveis
formagbes de calos e brotos, foi na concentragéo de
0,4ml BAP e 0,05ml de ANA.
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