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CAPITULO 1

RESUMO

SILVA, HERICK FERNANDO DE JESUS. Estabelecimento e desenvolvimento
inicial de barueiro (Dipteryx alata VVog.) in vitro 2015. 64 p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia/ Fitotecnia) Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) ¢ uma fruteira nativa do Cerrado de grande
importancia na alimentacdo humana e animal, na recuperacdo de areas degradadas e
paisagismo. Esta inserido em um ambiente onde a devastacdo natural promovida pelas
atividades antropicas o coloca em risco de extingdo. Dessa forma objetivou-se avaliar
nesse trabalho o estabelecimento e o desenvolvimento inicial in vitro de D. alata
através dos tipos de meios de cultura utilizados, bem como as suas modificacdes. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia da UFU, em
Uberlandia- MG. No primeiro experimento foram avaliados trés meios de cultura, MS,
WPM e AA (4gua mais 4gar), e doses de carvéo ativado (0, 2, 4 e 6 g L™). Ap6s 60 dias
realizou-se a avaliacdo final. Através dos resultados obtidos, constatou-se que o meio
MS mostrou-se mais promissor para o estabelecimento in vitro do barueiro. Quanto a
dose de carvdo utilizada, 3 g L™ foi a que favoreceu resultados positivos sem
comprometer o desenvolvimento de nenhuma estrutura das plantulas. No segundo
experimento foram estudadas concentracbes de meio MS (25, 50, 75 e 100%)
suplementados com &gua de coco (100 mL L™), polpa de banana (60 g L™) e auséncia
de qualquer aditivo organico. Por meio das respostas obtidas, concluiu-se que o0s
suplementos utilizados ndo promoveram resultados satisfatorios no desenvolvimento
das plantulas e que a menor concentracdo de sais MS (25%) foi a favoreceu melhores
resultados para o estabelecimento in vitro de D. alata. As conclusGes obtidas nesses
trabalhos foram embasadas na avaliacdo do comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CP), massa fresca (MF) e massa seca (MSC), didametro do caule
(DIA), numero de folhas (NF) e indices de clorofila A (CT), B (CB) e total (CT).

Palavras chave: cultura de tecidos, carvdo ativado, meio de cultura, suplementos
organicos.

10rientador: Berildo de Melo- UFU



ABSTRACT

SILVA, HERICK FERNANDO JESUS. In vitro establishment of Dipteryx alata VVog.
2015. 64 p. Dissertation (Master’s Program Agronomy/crop Science) Federal University
of Uberlandia, Uberlandia, MG*

The barueiro (Dipteryx alata Vog.) is a fruit crop of the Cerrado of great importance in
food and feed, the recovery of degraded areas and landscaping. It is set in an
environment where natural devastation promoted by human activities puts you at risk of
extinction. Thus aimed to evaluate this work the in vitro establishment of D. alata
through the types of culture media used and their modifications. The experiments were
conducted in the Biotechnology Laboratory of UFU in Uberlandia- MG. In the first
experiment were evaluated three culture, MS, WPM and AA (more water agar), and
activated carbon doses (0, 2, 4 and 6 g L™). After 60 days held the final evaluation.
From the results obtained, it was found that the MS medium was more promising for the
in vitro establishment of barueiro. As to the coal dose, 3 g L™ was the positive results
favoring development without compromising any structure of the seedlings. In the
second experiment were studied concentrations of MS medium (25, 50, 75 and 100%)
supplemented with coconut water (100 mL L™), banana pulp (60 g L™) and the absence
of any organic additive. Through the answers obtained, it was concluded that the
supplements used did not promote satisfactory results in the development of the
seedlings and the lowest concentration of MS salts (25%) was the favored better results
for the in vitro establishment of D. alata. The conclusions reached in these studies were
based on the evaluation of the shoot length (CPA), root length (CR), fresh (MF) and dry
matter (MSC), stem diameter (DIA), number of leaves (NF) and chlorophyll contents a
(CA), B (CB) and total (CT).

Keywords: tissue culture, activated carbon, the culture medium, organic supplements.

'Major: Berildo de Melo — UFU.



1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul depois da Floresta
Amazodnica, ocupando cerca de 22% do territorio brasileiro (MENDONCA et al., 2008).

Um dos principais desafios para a conservagdo do Cerrado € demonstrar a
importancia que a biodiversidade desempenha no funcionamento dos ecossistemas e,
isso ocorre em funcdo da escassez de conhecimento quanto as implicacdes das
alteracOes e tipos de uso da terra sobre as espécies do bioma (KLINK e MACHADO,
2005). Algumas dessas sdo endémicas e restritas a determinados tipos de
fitofisionomias, correndo o risco de serem extintas. Além dessa limitacdo, as espécies
nativas do Cerrado sdo de dificil propagacdo seminifera e algumas sdo recalcitrantes,
fato que dificulta a multiplicacdo massal de individuos. Nesse sentido, sdo importantes
as iniciativas relacionadas a producao de mudas, visando a conservagao e a recuperacao
de germoplasma ou mesmo cultivo comercial (FERNANDES, 2008).

Dessa forma, a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos em fruteiras do
Cerrado pode resolver ou minimizar estes entraves atraves da multiplicacdo
sistematizada de plantas; intercambio de material genético; resgate de germoplasma e
preservacdo de material ameacado; reducdo no periodo de germinacdo; isencdo de
pragas e doencas e; uniformizacdo nas plantulas obtidas (MELO, 2000).

Conforme citado por Torres et al. (2003) e Lorenzi (2002), o baru (Dipteryx
alata VVog.) é uma espécie do género Dipteryx, pertencente a familia Fabaceae, sendo a
Unica deste género com ocorréncia no bioma Cerrado. O barueiro apresenta grande
importancia ecoldgica, sendo classificado como espécie chave do Cerrado por ser uma
das poucas arvores que amadurece o fruto na estacdo seca e alimenta varias espécies da
fauna (mamiferos, aves, insetos), em uma época de escassez de alimentos na regido
(Sano et al., 2004). Além disto, D. alata faz parte do grupo de espécies nativas usadas
pela populagdo regional como fonte complementar de renda familiar. Em um
levantamento realizado por Almeida et al. (1998), 13 entre 110 espécies do Cerrado, 0
barueiro foi uma das que apresentou maior possibilidade de uso alimenticio, forrageiro,
madeireiro, medicinal, melifero, ornamental, oleaginoso e tanifero. No entanto, assim
como muitas espécies nativas do Cerrado o barueiro ainda carece de estudos referentes a
domesticagcdo e expansdo para plantios comerciais, sobretudo, merece atencdo para

pesquisas voltadas a programas de conservacdo de germoplasma, dada as condigdes de



ameacas que essa fruteira se encontra, decorrentes do desmatamento ambiental e pelo
extrativismo predatorio.

Diante destas limitacbes, a micropropagagdo constitui uma importante
ferramenta para a obtengdo massal de clones (GUBBUK; PEKMEZCI, 2004). Sendo
assim, a cultura de tecidos pode contribuir para programas de melhoramento genético e
constitui-se como um importante método de conservacao, por viabilizar a incluséo e
manutencdo de espécies em bancos germoplasma in vitro (KELLER et al., 2013).

Nessa perspectiva, o cultivo in vitro revela-se como técnica de grande
aplicabilidade na busca da conservacdo do barueiro e aprimoramento da sua
micropropagacao, salvo que, pesquisas relacionadas a aplicacdo dessa ciéncia para essa

espécie ainda sdo incipientes.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Bioma Cerrado

O termo Cerrado é comumente utilizado para designar o conjunto de
ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil Central
(EITEN, 1977; RIBEIRO et al., 1981). Em sua maior parte o Cerrado esta localizado no
Planalto Central do Brasil e é o segundo maior bioma do pais em extensdo, sendo
apenas superado pela Floresta Amazonica. Este abrange como area continua os Estados
de Goias, Tocantins e o Distrito Federal, parte dos Estados da Bahia, Ceara, Maranhao,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Ronddnia e S8o Paulo, e
também ocorre em &reas disjuntas ao norte nos Estados do Amapa, Amazonas, Para e
Roraima, e ao sul em pequenas areas do Para (RIBEIRO e WALTER, 1998).

A alta diversidade de organismos, caracteristica inerente aos ambientes tropicais
(RICKLEFIS, 1993; PRIMACK; RODRIGUES, 2001), é também notada no Cerrado,
considerado um dos hotspotts mundiais de biodiversidade (MYERS et al., 2000).
Segundo Klink e Machado (2005), estima-se que a fauna desse bioma chegue a 2600
espeécies, incluindo mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes. Embora esse numero
seja relativamente grande, a taxa de endemismo das aves, por exemplo, € de
aproximadamente 3,4%, fato que demonstra que o Cerrado é uma area de grande
miscigenacdo de espécies animais. Com relacdo a variedade floristica, Mendonca et al.
(2008) contabilizaram a ocorréncia de cerca de 12.356 espécies nesse ecossistema.
Ratter et al. (2003) enfatizam que existe no Cerrado uma grande diversidade de habitats
e alternancia de espécies, sendo que um inventério floristico revelou que das 914
espécies de arvores e arbustos registrados, somente 300 espécies ocorrem em mais do
que oito localidades, e 614 foram encontradas em apenas uma local.

Quanto a vegetacdo deste bioma, esta se caracteriza por ser rasteira, formada
principalmente por gramineas, coexiste com arvores esparsas, baixas, tortuosas, com
cascas grossas, folhas largas e vigorosos sistemas radiculares. Essa vegetacdo apresenta
estratégias de adaptacdo a seca, como crescimento radicular pronunciado nos primeiros
estadios de desenvolvimento, alcangcando profundidades superiores a 10 m e germinagéao
de sementes na época das chuvas (PINTO, 1993; SANO; ALMEIDA, 1998).



Inimeras especies vegetais do Cerrado sdo utilizadas como alimento, para fins
medicinais, ou servem para a producdo de pecgas de artesanato. Nesse contexto, as
espécies frutiferas merecem destaque. A maioria delas possuem elevados teores de
acucares, proteinas, vitaminas e sais minerais, além de um sabor caracteristico sem
igual. Essas propriedades as tornam mais atrativas ao mercado, abrindo perspectivas
para fins agroindustriais. Na industria de sucos, polpas, sorvetes, picolés e geleias, a
demanda interna por novos sabores é crescente. O mercado externo podera também ser
conquistado com sucesso, por se tratarem de frutos exdticos com sabores e aromas
ainda desconhecidos por muitos paises (SILVA et al., 2001). Essas caracteristicas
conferem a esses frutos nativos espaco no novo habito de consumo da populacdo
brasileira.

Pereira e Pasqualeto (2011) ressaltam que além do aproveitamento alimenticio, as
possibilidades atuais de utilizacdo dessas fruteiras se estendem a plantio em areas de
protecdo ambiental, enriquecimento da flora das &reas mais pobres; recuperacdo de
areas desmatadas ou degradadas por pastagens; formacdo de pomares domésticos e
comerciais. Apesar dessa vasta importancia das fruteiras nativas, somente 2% do bioma
estdo legalmente protegidos e existem estimativas indicando que, pelo menos, 20% das
espécies endémicas e ameacadas permanecem fora dos parques e reservas existentes
(KLINK; MACHADO, 2005).

2.2 O Barueiro

O baru (Dipteryx alata VVog), familia Fabaceae, conhecido regionalmente como
pau-cumbaru, fruta-de-macaco, cumbaru, cumarurana, barujo e coco-feijdo, ocorre
tipicamente em formacdes de cerrado e cerraddo (MACEDO, 1992). E uma espécie
arborea, que pode alcancar mais de 25 metros de altura, tendo uma altura média de 15
metros, sua copa € larga com didmetro de 6 a 11 metros (SANO et al., 2004). Estes
autores descrevem que a caducifolia ocorre em plantas adultas, j& em fase de
frutificacdo, ocorrendo no final da estacdo seca. Ja as arvores juvenis e eventualmente
algumas adultas ndo perdem suas folhas.

Ao inicio do periodo chuvoso novas folhas séo emitidas concomitantemente com

0 crescimento dos ramos apicais. A floracdo ocorre de novembro a fevereiro, mas



excepcionalmente, também em outras épocas. O periodo de formacdo dos frutos
acontece de janeiro a outubro, sendo que frutos maduros estdo disponiveis para coleta
de sementes (castanhas) nos meses de julho a outubro, dependendo da localidade
(RIBEIRO et al., 2000). Entretanto, no Maranhdo, Bulhdo e Figueiredo (2002)
registraram floracdo até marco e frutificacdo até agosto.

Na literatura ha relatos que a producdo de frutos pode chegar a 5000 unidades
por arvore, entretanto Brito (2004) verificou variagdes de producdo tanto entre arvores
quanto entre os anos. Este mesmo autor ainda comparou a producdo de frutos de
populacdes situadas em Cerrado nativo e em area de pastagem, sendo que a maior
producdo ocorreu nesta Ultima area, fator que pode estar relacionado a maior fertilidade
desse solo.

A ocorréncia da espécie se da principalmente em locais com solos mais
drenados, apresentando distribuicdo irregular na paisagem, podendo formar grandes
agrupamentos (SANO et al., 2004). E mais abundante em Cerradio e Mata
Semidecidua, em solos areno-argilosos (FILGUEIRAS; SILVA, 1975) de fertilidade
média (solos mesotroficos), podendo ser considerada fracamente calcifila (RATTER et
al., 1978).

Ratter et al., (2000) estudando a localizacdo da espécie em territério nacional
observou que esta ocorre em oito estados, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goids, Para, Tocantins, Maranhdo e Rondonia. Neste mesmo estudo
constataram que a abundancia em Cerrado Sentido Restrito foi na maioria das vezes rara
ou ocasional. No estado de Minas Gerais a espécie se concentrou em maior propor¢ao
na regido central do estado, enquanto no Mato Grosso, na por¢do sul e leste do territério
(Figura 1). Provavelmente o limite dessas ocorréncias pode estar associado as condi¢oes

de maior fertilidade do solo (solos mesotréficos) nestas areas (ALMEIDA et al., 1998).
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FIGURA 1- Distribuicdo geografica de barueiros no Cerrado,
em 84 localidades entre 316 levantamentos no
Bioma Cerrado.
Fonte: Ratter et al., (2000)

Além dos estados ja& mencionados Ribeiro et al., (2000) complementam que o
barueiro ainda ocorre nos Estados do Amazonas, Bahia, S&o Paulo e no Distrito Federal,
além de paises vizinhos como o Paraguai.

Esta espécie apresenta vastas qualidades devido a uma gama de aplica¢des dos seus
produtos, desde aproveitamento de frutos até a utilizacdo de madeira. Visto a sua ampla
ocorréncia territorial, representa recurso natural de importante potencial econémico para
as populacgdes tradicionais.

Além de ser considerado um grande fixador de nitrogénio no solo, o fruto € muito
importante pelo seu grande poder alimenticio. E utilizado na forma de farinha, semente
in natura, ou torrada, (esta principalmente exportada para o exterior) (MOTA et al.,
2012). A casca que sobra do baru é utilizada na producédo do carvao ecoldgico (SILVA;
EGITO, 2005).

As sementes do fruto do baru s@o consideradas analépticas (restauradoras das

forcas) e diaforéticas (ativadoras da transpiracdo), sendo também utilizadas para a



extracdo do Oleo, muito fluido e com presumiveis propriedades medicinais, sendo
utilizados como aromatizante de fumo e antirreumatico na medicina popular. O 6leo
possui boa fonte de &cidos graxos poliinsaturados, com elevados teores de acidos oléico
e linoléico, comparavel ao 6leo de amendoim. Apresenta, ainda, 13,62 mg/100g de
vitamina E. A semente é bastante rica em célcio, fosforo e manganés (CORREA et al.,
2000). Ribeiro et al., (2000) ainda atribuem efeitos anti-reumatico e regulador da
menstruacdo ao 6leo de baru. Freitas (2003) complementa que a castanha é considerada
o “viagra natural” do Cerrado.

Na alimentacdo humana, sdo utilizadas tanto a polpa (mesocarpo) quanto a
améndoa (semente), na forma de doces, geleias e licores (TAKEMOTO et al., 2001).
Além disto, a farinha da améndoa do baru pode ser utilizada como substituto do
amendoim, existindo, ainda, outras possibilidades para sua utilizacdo, como biscoitos,
doces e paes, entre outros (SOARES JUNIOR et al., 2007). Togashi e Scarbieri (1994)
recomendam que a améndoa deve ser ingerida torrada, pois pode provocar in natura,
intumescéncias da pele e intoxicacdo devido a teores de tripsina que provocam essa
reacdo. De acordo com Sano et al. (2004) o consumo da améndoa do baru e seus
derivados vem se popularizando, sendo que em algumas regides, principalmente nas
capitais, seus frutos tém alcancado grande valor comercial, alcancando até R$ 30,00 o
preco do quilo da semente torrada, o que demonstra boa aceitacdo e aumento do
consumo pelo publico consumidor.

A arvore do baru apresenta tronco cilindrico e reto e madeira de alta densidade (1,1
g/cm3) (Lorenzi, 2002). Correa (1999) caracteriza a madeira do barueiro sendo de cor
clara, compacta e resistente a pragas e fungos, caracteristicas que a torna apropriada
para uso de estruturas externas. Lorenzi (2002) menciona que a madeira do barueiro
recebe varios destinos, dentre eles a utilizacdo na construcdo de portas, janelas, tacos
para assoalho, forros, moirfes, fabricacdo de carrocerias, implementos agricolas, dentre
outros.

Além dos usos ja mencionados o barueiro apresenta grande potencial paisagistico,
pois de acordo com Correa (1999), a arvore € considerada uma planta ornamental de
copa larga e bonita folhagem. A espécie ainda apresenta caule exuberante e
esbranquicado, que confere destaque a arvore em meio as demais inseridas no meio.
Heringer (1978) atribui 0 uso da espécie no paisagismo ainda por apresentar bom

crescimento e baixa exigéncia de adubacdo e manutencéo.



Para Oliveira (1998), o barueiro possui grande aplicabilidade também na
recuperacdo de &reas degradadas e matas ciliares, se destacando dentre as outras
espécies do Cerrado por fornecer alimento, por meio de seus frutos, com alto valor
caldrico e proteico para a fauna silvestre. Em funcdo da abundante producédo de massa
foliar a arvore ainda promove de maneira mais dindmica a ciclagem de nutrientes
(HERINGER, 1978). A insercdo antrépica de espécies nativas ao ambiente natural
promove a conservacdo da biodiversidade e o enriquecimento da diversidade floristica,
contribuindo também como fonte de renda permanente para comunidades locais, através
do extrativismo de 0leos, frutos e sementes.

De acordo com Oliveira e Sigrist (2008) o barueiro tem destaque ainda em sistemas
silvipastoris e na recuperacdo de pastagens, pois por ter copa frondosa e comportamento
pereniforme, promove sombra praticamente todo o ano, favorecendo melhoria na
sensacdo térmica para o gado, além de fornecer frutos na estacdo seca. Sano et al.,
(2004) descrevem que a polpa do baru € rica em calorias, potéssio e fosforo, tornando
importante fonte complementar nutricional para animais em pastagens naturais ou
degradadas. Ao avaliar a influéncia de arvores nativas no sistema solo-planta em
pastagens de Brachiaria decumbens no Cerrado, Oliveira (1999) observou que a
presenca do barueiro promoveu aumento do contetdo de nutrientes na forragem,
reduziu a velocidade de secagem e aumentou a disponibilidade de nutrientes no solo.
Dessa forma, é pratica rotineira no momento da abertura de area destinada a pastos para
gado, as arvores de baru sdo mantidas, devido a essa série de beneficios proporcionados
(CORREA, 1999).

2.3 Erosédo genética e busca da domesticacéo

O Cerrado brasileiro possui a maior diversidade de espécies quando comparado a
outras savanas (KLINK; MACHADO, 2005) e tem apresentado grande pressdo
antropica, decorrente principalmente da atividade pecuaria. No Brasil, a area do Cerrado
corresponde a aproximadamente 1,8 milhdes de km? (AGUIAR et al., 2004), 13% sdo
ocupados com pastagens nativas, 23 % com pastagens cultivadas, 5 % com culturas
agricolas, 18% com outros tipos de uso e 41% correspondem as areas nao cultivadas
(SANO et al., 2001).



Homma (1993) relata que muitos produtos explorados de forma extrativista como
borrachas, gomas ndo elasticas, ceras, fibras, oleaginosas, tanantes, corantes,
alimenticias, medicinais, madeira, caca e pesca. Porém, evidencia-se que esses produtos
vém passando por um processo de esgotamento das reservas existentes. Dentre 0s
fatores responsaveis por essa devastacdo do bioma, pode-se citar o estabelecimento de
areas agropecuarias (POZO, 1997); exploracdo extrativista e predatéria (PEREIRA e
PASQUALETO, 2011) e acgéo do fogo (AVIDOS; FERREIRA, 2003), pratica milenar
até hoje utilizada muitas vezes de forma inconsciente e indiscriminada por uma gama de
agricultores. Além do esgotamento de muitas espécies vegetais Uteis ao homem, estas
juntamente com varias espécies da fauna nem chegam a serem classificadas pelos
pesquisadores, tornando as riquezas naturais desse bioma ocultas e inexploraveis pela
ciéncia.

Apesar da existéncia de leis de protecdo a fauna, a flora e ao uso do solo e agua,
elas sdo ignoradas pela maioria dos agricultores, que utilizam esses recursos naturais
erroneamente, na expectativa de maximizarem seus lucros (PEREIRA e
PASQUALETO, 2011). O uso indiscriminado desses recursos € recorrente também em
funcdo da escassez de individuos no ambiente, 0 que maximiza a pressdo exploratéria
devido a baixa oferta de produtos.

De acordo com Donaldson et al. (2013) o barueiro (D. alata) € uma das espécies
que encontra-se na lista do Livro Vermelho com declinio verificado ou projetado de
extincdo. Listas vermelhas sdo ferramentas essenciais para a conservagdo, fornecem
informacdes-chave sobre o estado de espécies ameacadas, permitindo que setores do
governo, a iniciativa privada e a sociedade priorizem acdes em prol da conservacao, e
levem a efeito, planos de desenvolvimento capazes de minimizar os impactos sobre
espécies ameacadas de extincao.

Muitas dessas espécies como o barueiro, apesar de ndo possuirem problemas de
propagacao verificado, como a dorméncia de sementes, ainda assim vém apresentando
queda de populacdo e empobrecimento genético, fato atribuido a mudangas do ambiente
natural em que a espécie se encontra. Este fato serve de alerta para a adocdo de
pesquisas que venham contribuir para a preservacdo destes germoplasmas.

A conservacdo in situ das espécies nativas estd comprometida pelos modelos de
manejo adotados na exploracéo dos recursos naturais (BASSINI, 2008), dessa forma, a
domesticagdo associada as técnicas de cultivo in vitro podem representar ferramentas de

grande potencial para sanar esse problema.



Junqueira et al. (2008) definem domesticacdo como 0 conjunto de processos,
técnicas e acOes, aplicado de forma consciente ou inconsciente, que torna as populagdes
mais adequadas as necessidades humanas. Esse processo consequentemente possibilita
que estas espécies sejam domesticadas, o que para Van Leeuwen e Gomes (1995)
permite que esses sistemas alem de se tornarem fonte de renda para os agricultores
familiares, ainda vém a contribuir com a conservacdo da biodiversidade e meio
ambiente, pois muitas espécies que se encontram ameacadas de extingdo sdo mantidas
preservadas nesses locais, evitando ou reduzindo a eroséo genética.

As pesquisas visando a domesticacdo, selecdo de material genético superior e
desenvolvimento de sistemas de cultivo é, sem duvida, o caminho adequado para evitar
a erosdo genética, a extincdo de individuos superiores e a pressao extrativista sobre a
natureza (JUNQUEIRA et al.,, 2012). Além disso, pode-se dizer que os pomares
domeésticos vém a garantir a perpetuacdo de individuos com caracteristicas superiores
no ambiente de ocorréncia natural. As Unicas espécies nativas do Cerrado que passaram
por um processo de semi-domesticacdo, mas ocorrem naturalmente também na Mata
Atlantica e Amazonia Umida, foram o abacaxi e 0s maracujas pertencentes as espécies
Passiflora edulis Sims e P. alata Curtis (maracuja-doce) (JUNQUEIRA et al., 2012).
Outra espécie nativa que vem ganhando mercado consumidor crescente é o acai. O
desenvolvimento de técnicas de manejo para essa fruteira tém proporcionado
incrementos de até 100% da producdo, efeito do processo de domesticacdo
(CARVALHO e NASCIMENTO, 2004).

A manutencao de cole¢des ou bancos de germoplasma para as geracoes futuras,
devido a devastacdo e erosdo genética e a estreita base genética decorrente dos
processos de selecdo e clonagem, é um dos passos a serem seguidos para iniciar um
processo de domesticacdo (PEREIRA et al., 2001; PEREIRA e PASQUALETO, 2011),
sendo assim técnicas como a cultura de tecidos é uma das ferramentas que vem auxiliar
na conservacgao in vitro de germoplasma sem a exposicao desse material a adversidades

ambientais.
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2.4  Cultura de tecidos vegetais

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas
nas quais um explante (célula, tecido ou 6rgdo) é isolado sob condicBes assépticas, em
meio nutritivo artificial. Este processo baseia-se no principio da totipotencialidade das
células, ou seja, qualquer célula de organismo vegetal apresenta todas as informacdes
genéticas necessarias a regeneracdo de uma planta completa (PASQUAL et al., 2001;
GALLO; CROCOMO, 1995). Assim, diversas partes da planta como gemas,
meristemas apicais, embrides, segmentos de caule, extremidade de raizes e outras,
podem ser cultivadas in vitro em meio nutritivo apropriado em ambiente asséptico
(GRATTAGLIA; MACHADO, 1998).

Pinhal et al. (2011) mencionam que a cultura de tecidos vegetais mostra-se como
alternativa atraves de diferentes técnicas, que permite a propagacdo de espécies que
apresentam dificuldades de germinacédo, producdo de mudas em larga escala, inclusdo
de espécies em bancos de germoplasma, além de promover o intercdmbio destas.

A manutengdo de colegfes in vitro tem sido considerada como um método
alternativo a conservacdo de germoplasma, especialmente para espécies propagadas
vegetativamente, raras e ameacadas de extincdo possibilitando assim, que o material
vegetal de interesse se torne disponivel para recuperacdo. Figueiredo e Takita (2004)
mencionam que a conservacdo de germoplasma in vitro é vantajosa porque permite a
mantenca de um grande nimero de plantas em um espaco pegueno, atenuando perdas
genéticas e custos. Baseado nesse intuito, inimeros trabalhos vem sendo conduzidos no
intuito de regenerar plantas inteiras, utilizando meios nutritivos especificos. No entanto,
0 sucesso da técnica estd associado ao desenvolvimento de protocolos eficientes que
permitam inicialmente o perfeito desenvolvimento in vitro, e, posteriormente, ex vitro,
durante as etapas de aclimatizagdo (CANCADO et al., 2010).

Diante do exposto a cultura de tecidos mostra-se como técnica de grande relevancia
como ferramenta que atenua o processo de degradacdo genética para as espécies nativas do

Cerrado, além de oferecer condigdes que possibilitem a domesticacdo das mesmas.
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2.4. 1 Micropropagagao

A micropropagacdo € a técnica de cultura de tecidos de maior impacto, com
resultados mais concretos e tem sido utilizada para obtencéo de plantas sadias e em
larga escala (GRATTAGLIA; MACHADO, 1998). Engloba diferentes etapas que vao
desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu enraizamento, culminando com a
aclimatizacdo da microplanta (BASTOS et al., 2007). A aplicabilidade dessa técnica vai
além, se for considerada a velocidade em que as espécies vém sofrendo erosdo genética,
a micropropagacao constitui-se como importante método de conservacéo, por viabilizar
a inclusdo e manutencdo de espécies em bancos de germoplasma in vitro (KELLER et
al., 2013).

No desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos de plantas,
houve desde o inicio uma busca por meios definidos, de composicdo conhecida e
controlada (CALDAS et al., 1998). Esses meios sdo constituidos basicamente por agua,
macro e micronutientes, vitaminas, mio-inositol, uma fonte de energia (carboidrato) e
um agente geleificante. Faria et al. (2002) mencionam que juntos esses componentes
oferecem as condi¢cdes necessarias para o desenvolvimento das plantas, porém
diferentes combinacGes sao requeridas a depender da espécie. Essas modifica¢bes além
de proporcionarem melhores condi¢Oes de desenvolvimento das plantas, tém ainda
grande aplicabilidade na melhoria da conservacao in vitro, conforme citado por Souza et
al. (2011). Na maioria das vezes essas alteracdes se baseiam na reducdo da concentracdo
de seus componentes originais, utilizacdo de agentes alternativos, alteracdo do potencial
hidrogenidnico (pH) ou ainda adigéo reguladores de crescimento.

A micropropagacdo de plantas ornamentais, como as orquideas, tem ganhado
bastantes inovacdes quanto a alteracdo e otimizacdo de protocolos. A exemplo disso,
Cardoso e Ono (2011) obtiveram maior eficiéncia na propagacdo de Brassocattleya
através da reducéo pela metade dos sais KNO3 e NH4NO; e utilizagdo de 1,0 mg L™ de
BAP. A adicdo de polpa de frutas e &gua de coco ao meio de cultura tem-se mostrado
bastante promissora. Esses componentes organicos suplementam os teores de vitaminas,
aminoacidos e reguladores de crescimento, além disso, alguns exercem efeito
tamponante (ARAUJO et al., 2006; SILVA et al., 2002). Uma demonstragdo disso foi o
maior numero de brotos formados na micropropagacdo de Brassolaeliocattleya
‘Pastoral’ x Laeliocattleya ‘Amber Glow’ na adicdo de polpa de banana ao meio de

cultivo (SILVA et al., 2005). Esses dados mostram-se similares aos encontrados por
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Aradjo et al., (2006), onde obtiveram maior numero de raizes em orquideas cultivas em
meio contendo &gua de coco combinada com polpa de banana. O silicio, elemento
considerado benéfico para uma gama de espécies cultivadas, também proporcionou
efeito positivo em plantulas de orquideas, evitando a ocorréncia de deformacdes foliares
(PASQUAL et al., 2011).

Em espécies lenhosas 0 meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981) € o mais
difundindo, junto a ele 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) também tem sido
bastante utilizado. Diversas diluicGes destes tém sido aplicadas com sucesso nha
micropropagacao de espécies lenhosas. Em Eugenia involucrata e Balanites aegyptiaca
0 meio MS reduzido a 50% da concentracdo de sais promoveu melhores indices de
enraizamento de segmentos nodais destas espécies (GOLLE et al., 2012; ANIS et al.,
2010). A suplementacdo do meio de cultura com 10% de &gua de coco induziu melhor
regeneracdo de embrides imaturos de algodoeiro (Gossypium hirsutim), ja& em
mangabeira esse mesmo suplemento limitou a germinacao in vitro (CARVALHO et al.,
2003; PINHEIRO et al., 2001).

Esses variados resultados obtidos demonstram que o tipo de suplemento
adicionado ao meio de cultura e a determinacédo da concentracdo de sais depende ndo s
do gen6tipo em questio, como também o tipo de explante a ser utilizado. E importante
ressaltar que a modificacdo de um meio de cultura além de atender exigéncias
fisioldgicas das plantas, deve também ser vidvel do ponto de vista econdémico. Pois
conforme preconizado por Su et al. (2012) e Campos (2002), essa alteracdo visa

também reduzir custos de producdo com componentes acessiveis.
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CAPITULO 2

CARVAO ATIVADO E MEIOS DE CULTURA NO ESTABELECIMENTO
IN VITRO DE Dipteryx alata Vog.

RESUMO

SILVA, HERICK FERNANDO DE JESUS. Carvéao ativado e meios de cultura no
estabelecimento in vitro de Dipteryx alata Vog . 2015. 64 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/ Fitotecnia) Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.*

O barueiro (Dipteryx alata VVog.) € uma espécie frutifera do Cerrado que ocorre em oito
estados brasileiros. Possui multiplas possibilidades de utilizacéo, destacando-se o uso na
alimenta¢do humana e animal, na indUstria madeireira, na arquitetura paisagistica e na
recuperacdo de areas degradadas. Uma das dificuldades encontradas no cultivo desta
fruteira € que por ela ainda estar em estado praticamente selvagem, possui alguns
problemas que dificultam o seu possivel cultivo comercial, como desuniformidade no
desenvolvimento, além disso, encontra-se ameacada de extingdo. A propagacao in vitro
constitui uma importante ferramenta para a conservagdo e o0 intercdmbio de
germoplasma, além de proporcionar a rapida propagacdo de mudas de qualidade em
larga escala. Comumente o meio de cultivo mais utilizado é o MS, considerado um dos
mais completos do ponto de vista nutricional. O meio WPM € indicado para a
propagacao de espécies lenhosas, porém ndo ha relatos da sua utilizacdo para a
propagacdo do barueiro. Plantas lenhosas apresentam grandes problemas com oxidagédo
em fase de estabelecimento in vitro, com isso, antioxidantes como o carvéo ativado atua
como coadjuvante na adsorcdo desses compostos fendlicos, atenuando os seus efeitos
no meio. Diante disso o objetivo desse trabalho foi testar diferentes doses de carvéo
ativado e trés meios de cultivo: MS, WPM e um contendo apenas agua e agar, no
estabelecimento in vitro de barueiro. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x4 (trés meios de cultivo e quatro
doses de carvao ativado) com trés repeticGes. Cada parcela foi constituida de dez frascos
com uma Unica semente em cada. Aos 60 dias apo6s a inoculacdo dos explantes foram
avaliados: massa fresca (MF) e seca (MSC), didmetro do caule (DIA), comprimento da
parte aérea (CPA), numero de folhas (NF), comprimento da raiz (CR), taxa de
germinacdo (GER) e os teores de clorofilas por meio do aparelho SPAD 502 Minolta.
Baseado nas melhores respostas 0 meio MS acrescido de 3,0 g L™ de carvdo ativado
mostra-se mais promissor para o estabelecimento in vitro de barueiro.

Palavras-chave: MS, WPM, barueiro, micropropagag&o.

10rientador: Berildo de Melo- UFU
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ABSTRACT

SILVA, HERICK FERNANDO DE JESUS. Activated charcoal and culture media in
vitro establishment of Dipteryx alata VVog. 2015. 64 p. Dissertation (Master’s Program
Agronomy/crop Science) Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG*

The barueiro (Dipteryx alata VVog.) is a fruit species of the Cerrado that occurs in eight
states. It has multiple possibilities of use, especially the use in food and feed, in the
timber industry, landscape architecture and the recovery of degraded areas. One of the
difficulties encountered in the cultivation of this plant is that for she was still in almost
wild, has some problems that hinder the possible cash crop also is endangered. In vitro
propagation is an important tool for the conservation and exchange of germplasm, and
provide the rapid spread of quality seedlings on a large scale. Commonly the most
popular means of cultivation is MS, considered one of the most complete nutritional
point of view. The WPM is indicated for the propagation of woody species, but there
are no reports of its use for the spread of barueiro. Woody plants have major problems
with oxidation in vitro establishment phase, therefore, antioxidants such as activated
carbon acts as an adjuvant in the adsorption of these phenolic compounds, mitigating its
effects in the middle. Therefore the aim of this study was to test different doses of
activated charcoal and three culture media: MS, WPM and containing only water and
agar, in vitro establishment of barueiro. The experimental design was completely
randomized (DIC) in a 3x4 factorial design (three means of cultivation and four
activated carbon doses) with three replications. Each plot contained ten bottles with a
single seed in each. At 60 days after inoculation of explants were evaluated: fresh (MF)
and dry (MSC), stem diameter (DIA), shoot length (CPA), number of leaves (NF), root
length (CR) , germination rate (GER) and chlorophyll contents from the phone SPAD
502 Minolta. Based on the best answers the MS medium supplemented with 3.0 g L™
of activated charcoal appears to be more promising for in vitro establishment of
barueiro.

Keywords: MS, WPM, barueiro, micropropagation.

"Major: Berildo de Melo — UFU.
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1. INTRODUCAO

Os Cerrados brasileiros, com seus 204 milhGes de hectares, aproximadamente
25% do territorio nacional, apresentam uma diversidade faunistica e floristica em suas
diferentes fisionomias vegetais (ROCHA, 2009). Essa vegetacdo contém inumeras
espécies de plantas identificadas como portadoras de propriedades que as tornam
propensas a exploracdo pelo homem (BLUMENSCHEIN; CALDAS, 1995). Sdo plantas
com potencial para serem usadas como fonte de alimentos, de substancias com
propriedades medicinais, madeira e flores ornamentais, caracterizando o Cerrado como
uma regido de enorme biodiversidade a ser explorada, preservada e multiplicada
(ALMEIDA et al., 1998; PEREIRA, 1992.).

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) é uma espécie frutifera do Cerrado com
maltiplas possibilidades de utilizagdo, sendo o aproveitamento alimentar, com o
consumo das suas sementes a op¢cdo mais promissora. Cabe ressaltar que o fruto do
barueiro apresenta uma polpa aromatica e de agradavel sabor semelhante ao do
amendoim, podendo ser consumida ao natural ou torrada (ALMEIDA et al., 1998).
Trata-se de uma espécie com um cultivo muito promissor, pois pode ser usada para
diversos fins, destacando-se o uso na alimentacdo, na industria madeireira, na
arquitetura paisagistica e na recuperacéo de areas degradadas (SILVERIO et al., 2013).
Através da notdria importancia socioeconbémica do barueiro torna-se necessario
desenvolver técnicas que viabilizem o processo de producdo de mudas, uma vez que
estas informagfes ainda sdo incipientes. A micropropagagdo além de disponibilizar
maior quantidade de mudas em curto periodo de tempo, permite o controle das
condi¢cdes ambientais durante a propagacdo e a preservacdo de plantas matrizes sem
riscos de infeccdo por microrganismos (BARBOZA; CALDAS, 2001), no entanto, €
necessario o estabelecimento de protocolos que melhor se adequem as exigéncias da
espeécie.

Os meios de cultura, segundo Caldas et al. (1990), além de fornecer as
substancias  essenciais para 0 crescimento, também controlam o padrdo de
desenvolvimento in vitro. A grande variedade de meios de cultura que tem sido
utilizada para a regeneracéo de espécies de diferentes géneros foi relatada por Thorpe et
al. (1991) entre diversos outros pesquisadores. Alguns desses meios foram
especificamente desenvolvidos para fornecer o0s requisitos particulares a espécie
trabalhada, como o meio béasico de cultura de MS (MURASHIGE; SKOOG 1962),
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desenvolvido inicialmente para tecido medular de Nicotiana tabacum e que atualmente
¢ utilizado para um grande numero de espécies; e o0 Woody Plant Medium (WPM)
elaborado por Lloyd e McCown (1981), para propagacdo de plantas lenhosas. Na
literatura ainda inexistem trabalhos utilizando o meio WPM para a producdo de mudas
de barueiro, além disso, as poucas pesquisas em que utilizaram o meio MS para o
cultivo da espécie ainda precisam ser aprimoradas.

Limitagbes comumente encontradas no cultivo in vitro das espécies lenhosas sdo
as altas concentracdes de compostos fenolicos (KERBAUY, 2004). Tal oxidagdo é
resultante da liberacdo de compostos fenolicos in vitro, precursores da sintese de lignina
pelo tecido injuriado (VAN WINKLE et al., 2003). Esse acimulo de polifenois e
produtos de oxidagdo, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da
superficie excisada, modifica a composicdo do meio de cultivo e, consequentemente, a
absorcdo de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000). Os compostos fenolicos sofrem
oxidacdo pelas enzimas polifenases, produzindo substancias toxicas que normalmente
inibem o crescimento dos explantes, ocasionando, ndo raramente, até a morte dos
mesmos (SATO et al., 2001)

O carvao ativado, quando adicionado ao meio de cultura, possui a capacidade de
adsorver substancias toxicas liberadas pelos explantes ou impurezas de outros
componentes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). George e Ravishankar (1997)
complementam que, além de adsorver os compostos fendlicos o carvdo ativado ainda
atenua a interceptacdo luminosa no meio de cultura, estimulando o enraizamento.
Entretanto, este antioxidante possui efeito ndo seletivo o que pode induzir androgenia,
alterar o pH, remover nutrientes organicos e reguladores vegetais, inibir o crescimento e
a morfogenia (ARDITTI; ERNST, 1992; GEORGE, 1993; PAN; STADEN, 1998;
SANTOS-SEREJO et al., 2006). Sendo assim, a concentracdo desse aditivo ao meio de
cultura deve ser ajustado a fim de proporcionar maxima eficiéncia, sem deixar que
efeitos antagbnicos ao desenvolvimento da espécie venham a influenciar
significativamente o desenvolvimento dos explantes.

Pinhal (2012) testando diferentes fontes de antioxidantes no cultivo in vitro do
barueiro obteve maior percentual de desenvolvimentos de plantas tratadas com carvao
ativado. Outros trabalhos demonstram a importancia desse aditivo em outras espécies
lenhosas, como Bowdichia virgilioides (MOURA et al., 2012), Eugenia pyriformis
(NASCIMENTO et al., 2008), Anadenanthera colubrina (NEPOMUCENO et al., 2009)
e Acacia mearnsii (DIZARS et al., 2009).
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Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar o0 meio de cultura mais
adequado para o estabelecimento in vitro de sementes de barueiro, visando a néo

oxidacao fendlica por meio de diferentes concentragdes de carvdo ativado.
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2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agréarias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia. Os frutos dos barueiros
(Dipteryx alata Vog.) foram coletados de arvores situadas na zona rural da cidade de
Uberlandia- MG, proximo ao distrito de Cruzeiro dos Peixotos.

Foram recolhidos apenas os frutos caidos ao chdo, que se encontravam em estagio
de maturacdo completa. Estes frutos foram coletados durante 0 més de outubro de 2013
e armazenados em local seco, a temperatura ambiente, protegidos da luz solar.

No més de janeiro de 2014 as sementes foram retiradas dos frutos com a utilizagdo
de uma morsa de bancada e foram selecionadas, sendo descartadas aquelas que
apresentaram algum tipo de deformacédo ou leses decorrentes do processo de extracao.
Antecedendo a inoculacdo, as sementes passaram por um processo de assepsia que
consistiu em lavagem com detergente liquido em &gua corrente por cinco minutos,
imersdo em alcool 70% v/v por dois minutos e posteriormente foram submetidas a uma
solucdo de hipoclorito de sodio 2% v/v sob agitacdo por um periodo de 30 minutos.Ao
término desse processo, as sementes passaram por uma triplice lavagem em éagua
destilada e autoclavada em camara de fluxo laminar.

Os tratamentos consistiram de trés diferentes meios de cultura — MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), WPM (Woody Plant Medium) (LLOYD e
MCCOWN, 1981) e agua mais agar (AA) e quatro concentracdes de carvdo ativado- 0,
2,4e6gL"(Tabela 1). O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x4 (12 tratamentos) e trés repeticdes, totalizando 36
parcelas, sendo que cada parcela foi composta por 10 frascos com uma semente em

cada.
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TABELA 1- Tratamentos utilizados para o estabelecimento in vitro de
barueiros (Dypterix alata VVog.)

Tratamentos Meio de Cultura Dose de Carvéo

Ativado (g L™
T1 AA 0,0
T2 AA 2,0
T3 AA 4,0
T4 AA 6,0
T5 MS? 0,0
T6 MS? 2,0
T7 MS? 4,0
T8 MS? 6,0
T9 WPM3 0,0
T10 WPM? 2,0
T11 WPM? 4,0
T12 WPM? 6,0

LAgua mais &gar; 2 Murashige e Skoog (1962); 3Lloyd e McCown (1981).

Para a inoculacdo foram utilizados instrumentos de manipulacéo esterilizados que
foram constantemente flambados durante o processo. A camara de fluxo e todos os
recipientes passaram por um processo de assepsia com a aplicagdo de alcool 70% (v v
além de serem submetidos a radia¢do U.V. durante 15 minutos.

Os explantes foram inoculados em frascos com capacidade para 150 mL. Foram
colocados nos frascos 40 mL de meio MS, WPM ou AA. Todos os meios foram
acrescidos de 6,5 g L™ de 4gar e o pH foi ajustado para 5,7. Os frascos contendo 0s
meios foram vedados com tampas plasticas e em seguida autoclavados a uma
temperatura de 121°C durante 20 minutos um dia antes da inoculagéo.

Feita a inoculagcdo das sementes, os frascos foram acondicionados em sala de
crescimento, mantida em temperatura de 25 °C + 1°C e com fotoperiodo de 16
horas/dia, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias que proporcionavam uma

intensidade luminosa de 25 pmol m?s™.
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O desenvolvimento das plantulas foi acompanhado por um periodo de dois meses
sendo que ao final foram avaliadas as seguintes caracteristicas: taxa de germinacao
(sendo consideradas germinadas as sementes que possuissem a parte aérea ou a radicula
visivel e desenvolvida) (GER); comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR),
massa seca (MSC) e massa fresca (MF), diametro do caule (DIA), nimero de folhas
(NF) e teores de clorofila A (CA), B (CB) e total (CT).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia através do programa
computacional Sistema para Analise de Variancia (SISVAR) (FERREIRA, 2000) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Antes
disso a normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias, com os testes de
Shapiro-Wilk (a. = 0,01) e Levene (a = 0,01), foram testadas e atendidas através do

programa computacional SPSS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do resumo da analise de variancia (Tabela 2), observa-se que houve
interacdo significativa entre os fatores apenas para as varidveis massa fresca (MF) e
didmetro (DIA). J& para as caracteristicas massa seca (MSC), comprimento da parte
aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CR), porcentagem de germinacdo (GER),
clorofila A (CA), B (CB) e Total (CT), a interacdo nao foi significativa, o que
caracteriza independéncia dos fatores estudados, sendo assim, foram analisados
isoladamente. O namero de folhas (NF) foi a Unica caracteristica que ndo apresentou

diferenga significativa entre os tratamentos.

TABELA 2- Resumo da analise de varidncia das caracteristicas massa seca (MSC),
massa fresca (MF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da
maior raiz (CR), didmetro do caule (DIA), numero de folhas (NF), % de
germinacdo (GER), indice de clorofila A (CA), B (CB) e Total (CT), de
plantulas de barueiro (Dipteryx alata VVog.) cultivadas in vitro sob trés
meios nutricionais e quatro doses de carvdo ativado. Uberlandia, MG,

2014.
FV GL MSC MF CPA CR DIA NF GER CA CB CT
Meio 2 1,31™ 11,004 2,90™ 11,95* 6,11™ 0,39™ 1,37™ 5094* 547* 6,24*
Carvéo 3 7,92 10,00 3,75* 6,86* 2,80™ 141™ 10,28* 0,91™ 0,74™ 0,86™
MeioxCarvdo 6 1,22™ 2,58* 0,515™ 1,86™ 3,93* 0,16™ 093" 027* 1,70™ 1,12"
CV (%) 8,28 10,36 8,39 1689 7,21 1456 14,28 455 2037 9,11
Meédia geral 0,70 3,06 16,41 2584 4,22 22,29 79,16 4409 21,70 65,80

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.

A massa fresca (MF) das plantulas de barueiro teve comportamento linear tanto
em meio MS, como no meio WPM, apontando que o incremento gradual das doses de
carvao ativado favoreceu o ganho de biomassa dessas plantas (Figura 1). Quanto a
testemunha, nenhuma regressdo de modelo linear se adequou aos dados, por isso
nenhum grafico foi exposto para representar a massa fresca para esse tratamento. O
efeito adsorvente sobre as substancias tdxicas do meio pelo carvdo ativado pode ter
promovido a inatividade destas, evitando interferéncia no ganho de biomassa dessas
plantulas. Respostas deste trabalho condizem com as encontradas no desenvolvimento

de embrides de citros cultivados in vitro (RIBEIRO et al., 2000), onde neste caso as
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maiores doses de carvdo ativado foram as que favoreceram melhores incrementos de

parte aérea e sistema radicular.
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FIGURA 1- Massa fresca de plantulas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
doses de carvdo ativado sob meios de cultivos MS (A) e WPM (B).
Uberlandia, MG, 2014.

Até a dose de 4 g L™ a variavel MF foi significativamente igual para todos os
meios de cultura testados, ja os tratamentos acrescidos de 6 g L™ de carvdo ativado s6
foram superiores para 0s meios MS e WPM (Tabela 3). A maior concentracdo de carvao
ativado (6 g L™ em meio de cultivo isento de nutrientes (agua+agar) pode ter
desfavorecido o desenvolvimento dessas plantulas devido ao efeito adsorvente exercido
por esse aditivo, que nessas condi¢Oes provavelmente comprometeu a absorcdo de

reservas do proprio endosperma do explante.
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TABELA 3 — Massa fresca (g) média de plantulas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)
sob trés meios nutricionais de cultivo e quatro doses de carvao ativado
durante a micropropagacéo. Uberlandia, MG, 2014.

Carvao ativado (g L-?)

Meio nutritivo 0 2 4 6
AA 2,54 A 2,86 A 2,84 A 2,64 B
MS 2,56 A 3,33A 3,08 A 3,57 A
WPM 2,74 A 3,37 A 3,23 A 4,02 A

CV=10,36%; DMS= 0,32

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenga minima
significativa.

Comportamento similar tambeém foi observado para o didmetro (DIA) (Tabela
4), reforcando a hipotese de que em condicdes de meios de cultura desprovidos de sais,
0 carvao vem a competir com préprias reservas naturais das plantulas. Em explantes de
hibridos de citros o carvao ativado favoreceu resultados positivos para a massa fresca
das plantulas, porém, os explantes passaram a requerer maior concentracdo de GA3, fato
que aponta interferéncia desse aditivo na assimilacdo deste fitorregulador (CHAGAS et
al., 2005). Diversos autores ressaltam que, apesar do efeito benéfico do carvao ativado
em adsorver componentes toxicos e impurezas do meio, ele também age sobre os
agentes Uteis, como sacarose, sais € em alguns casos nos reguladores de crescimento,
tornando-os inativos ou indisponiveis para o explante. Dessa forma, sugerem que
concentragOes entre 0,1% e 2,0% é a faixa segura de acdo desejavel deste componente
(BOULAY, 1964; CHAGAS et al., 2005; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
RICCI et al., 2002).
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Tabela 4- Médias de diametro (mm) de plantulas de barueiro (Dipteryx alata VVog.) sob
trés meios nutricionais de cultivo e quatro doses de carvéo ativado durante a
micropropagacdo. Uberlandia, MG, 2014.

Carvao ativado (g L-?)

Meio nutritivo 0 2 4 6
AA 3,53B 4,68 A 415 A 3,82B
MS 443 A 451 AB 427 A 464 A
WPM 4,10 AB 400B 3,99 A 453 A

Cv=17,21%; DMS=0,31

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenga minima
significativa.

Com o aumento das concentragdes de carvao, houve acréscimo seguindo o modelo
quadratico tanto para DIA quanto para a porcentagem de germinacdo (GER) (Figuras 2
e 3). Niveis acima de 3 g L™ de carvéo ativado mostram-se prejudiciais ao incremento
do diametro. Dada a eficiéncia do carvédo ativado em adsorver compostos indesejaveis
que ocasionalmente estdo presentes no meio de cultivo, este passa a agir também nas
substancias desejaveis, as tornando indisponiveis para o explante o que induz um limite
toleravel deste agente ao meio de cultivo. A dose 6tima neste estudo foi préximaa 2,5 ¢
L, resultado que corrobora aos encontrados por Schneiders et al., (2012) e Chagas et
al., (2005) que trabalharam com Cattleya harrisoniana e com diversas espécies de
citros respectivamente, apontando que o suprimento adequado de carvdo ativado é

quesito fundamental para um satisfatério desenvolvimento de explantes in vitro.
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FIGURA 2- Diametro médio dos caules de plantulas de
barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentragdes de carvao
ativado. Uberlandia, MG, 2014,

Na porcentagem de germinacdo foi observado comportamento semelhante da
variavel diametro, ou seja, atingiu-se uma dose maxima onde a taxa de germinacao foi
favorecida proporcionalmente. Até a concentracdo aproximada de 4,7 g L™ de carvdo
ativado essa taxa alcangcou um valor méaximo de 88%, doses maiores desse aditivo
desfavoreceram esse processo bioldgico que comecou a decrescer proporcionalmente
(Figura 3). As respostas obtidas nesse trabalho confirmam a hipotese de que a adi¢éo de
carvao ativado em meio de cultura pode promover ou inibir o crescimento in vitro, a
depender da concentragdo utilizada (PAN; STADEN, 1998). Em Hancornia speciosa
(LEDO et al., 2007), por exemplo, a dose de carvdo de 2 g L™ acrescida ao meio de
cultura proporcionou 100% de germinacao, implicando que a concentracao deste aditivo

exerce grande influencia em fase de estabelecimento.
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FIGURA 3- Taxa de germinacdo (GER) de sementes de barueiro
(Dipteryx alata VVog.) em diferentes concentracdes
de carvao ativado. Uberlandia, MG, 2014.

A maior concentragdo de carvao ativado maximizou os ganhos de massa seca
(MSC), comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento da maior raiz (CR) (Figura
4). O carvdo ativado € um dos compostos mais utilizados para induzir a rizogénese in
vitro, por auxiliar na adsorcdo de substancias toxicas em excesso no meio de cultura,
como fendis e reguladores de crescimento. Além disso, proporciona reducdo na
incidéncia de luz na zona de crescimento ativo do sistema radicular, o que estimula a
formacédo de raizes (BONGA, 1985) e estimula o alongamento destas, que vao em busca
de luz (NUNES et al., 2008). Esse principio explica a acdo linearmente positiva na
expansdo das raizes dos barueiros. Semelhante atividade do carvado ativado foi
verificada no comprimento da haste e do sistema radicular de embrides do hibrido
Citrus limonia Osb.xPoncirus trifoliata (L.) Raf., demonstrando a tendéncia de que,
maiores dosagens de carvao ativado tém correlacdo positiva com o incremento dessas
variaveis (RIBEIRO et al., 2000). Os dados deste trabalho ainda confirmam com o0s
obtidos por Ledo et al., (2007) e Gomes et al., (2010) que obtiveram melhor
desenvolvimento radicular para plantas de mangabeira (Hancornia speciosa) e em
explantes de Maclura tinctoria respectivamente, quando cultivados in vitro.

E evidente que o carvdo ativado mostra-se importante no desenvolvimento de
estruturas vegetativas, pois quanto maior a dose, maior foi o incremento (Figura 4).

Além disso, visualmente constatou-se que houve grande porcentagem de plantulas com
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desenvolvimento anormal ou deficiente desses 6rgdos na auséncia desse antioxidante. O
retardo do desenvolvimento de explantes de espécies lenhosas devido a oxidacao foi
relatado também em cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum Schum.) (LEDO et al.,
2002). A importancia do carvao ativado na micropropagacao de espécies nativas ainda é
reforcado a exemplo de trabalhos feitos com mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) e
o araticunzeiro do brejo (Annona glabra L.) (LEDO et al., 2007; SANTANA et al.,
2011), que também demonstram essa afirmacao.

Z
C

0.8 © 175
Qs ® 17 - .
S £
g 0.7 8 165
8 S = R2=0,72
30.65 R2= 0,70 o E 16
i = =0,292x + 15,534
=06 * y =0,018x + 0,647 g 185 Y
= s
0.55 g 15
O
05 145
0 2 4 6 0 2 4 6
Carvéo ativado (g L-%) Carvéo ativado (g L-%)
©)
€ 30
)
N 25
o
20
B R?= 0,96
215
g5 y = 1,449x + 21,489
=1
§ 5
@)
0
0 2 4 6
Carvao ativado (g L-1)
FIGURA 4- Massa seca (A), comprimento da parte aerea (B) e
comprimento da raiz (C) de plantulas de barueiro (Dipteryx alata
Vog.) em diferentes concentragfes de carvdo ativado.

Uberlandia, MG, 2015.
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E importante salientar que houve uma sincronia no desenvolvimento da parte
aérea e do incremento da massa seca com o desenvolvimento do sistema radicular das
plantulas em todos os tratamentos. Sendo assim, infere-se que carvao ativado
proporcionando melhor desenvolvimento das raizes favoreceu indiretamente beneficios
a outras partes das plantulas. De acordo com Peres e Kerbauy (2000), esse equilibrio
entre caule e raizes é vantajoso considerando que ambos possuem funcdes
complementares na sobrevivéncia geral das plantas.

Nota-se que o meio MS favoreceu um desenvolvimento menor da maior raiz em
comparacdo aos meios WPM e testemunha, que sobressairam para essa variavel (Tabela
5).

TABELA 5- Comprimento médio da maior raiz de plantulas de barueiro (Dipteryx
alata VVog.) sob trés meios nutricionais de cultivo in vitro. Uberlandia,

MG, 2014.
Meio nutritivo Comprimento da maior raiz
MS 21,04 B
WPM 29,55 A
AA 26,92 A

CV=16,89%; DMS= 4,45

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenca minima
significativa.

E importante frisar que o meio MS possui altas concentragdes de sais
nitrogenados em sua composi¢do quando comparado aos outros meios de cultura. Sendo
assim, o meio MS pleno mostra-se inadequado ao processo de rizogénese de D. alata.
Este mesmo efeito negativo foi observado na regeneracdo de segmentos nodais de A.
othonianum Rizz. (ASSIS, 2010). Esse pode ser um indicio que espécies do Cerrado por
estarem adaptadas a solos pobres, tendem a ter maior desenvolvimento em meios
artificiais, que simulem de forma mais proximas as condigdes naturais em que estas
estdo inseridas. E importante ressaltar que durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais
e acucares que compBem 0s meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo,

mas também influenciam o crescimento celular e na morfogénese por meio de
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propriedades osmoticas (GEORGE, 1996; MALDANER et al., 2006). Conforme Taiz e
Zeiger (2004), a pressdo osmdtica muito alta limita a absor¢do de agua, sendo que a
diluico aumenta a disponibilidade de &gua e reduz a oxigenacdo. A concentragao
absoluta de um meio nutritivo nem sempre € a mais adequada dependendo da espécie.
No cultivo in vitro de jenipapeiro (Genipa americana) e cerejeira (Amburana acreana),
por exemplo, a germinagéo foi desfavorecida quando se aumentou as concentragdes de
sais MS (ALMEIDA et al., 2013; FERMINO JUNIOR; PEREIRA et al., 2012), assim
como em ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis), onde foi verificado maior
percentual de germinacdo em meio WPM/2 (STEIN et al., 2007). Portanto, 0 uso de
diferentes composic¢des de meio de cultura demonstra resposta especifica.

Russowski e Nicoloso (2003), estudando o efeito da variacdo de N e P do meio
MS no desenvolvimento de ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen),
constataram que o nimero de raizes e o percentual de enraizamento foi maior na
concentracdo de N equivalente a 50% daquela do meio MS original. Com espécies
lenhosas, 0 meio MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos, e composi¢Ges mais
diluidas em macronutrientes apresentam melhor desempenho (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Dessa forma o ajuste de concentracdo desses sais se faz importante
para cada espécie, buscando a otimizagdo de protocolos adequados para cada uma.

Para o indice Falker os teores de clorofila A, B e total foram maiores nos
tratamentos supridos com meio MS, partindo da comparacdo com o meio WPM, que
apresentou resultados inferiores para esta variavel (Tabela 6). Esses resultados se
assemelham aos encontrados com Aspasia variegata, em que 0s meios MS
proporcionaram niveis mais altos de clorofilas nesta espécie (NETO et al., 2013).

O teor de clorofila correlaciona-se positivamente com o teor de N na planta e
com o rendimento das culturas. Essa relacdo € atribuida, principalmente, ao fato de que
50 a 70% do N total das folhas facam parte de enzimas que estdo associadas aos
cloroplastos (SINGH et al., 2010; REINBOTHE et al., 2010). O meio nutritivo WPM,
por exemplo, apresenta 25% das concentracdes dos ions nitrato e aménia do meio MS
(PASQUAL, 2001), esse fato elucida os maiores indices de clorofilas em tratamentos
nutridos com sais MS, que fornecendo mais nitrogénio, favorece maior sintese de
clorofila. Os resultados desse trabalho vao de encontro com a afirmagéo de Silva et al.
(2012) em que mencionam que o teor de clorofila tem correlagdo com a concentragao
de nitrogénio na planta e, também, com a produtividade das culturas. Partindo desse

principio, o uso do indice de clorofila vem sendo usado ndo sé no auxilio de cultivo in
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vitro como também no manejo de fruteiras ja instaladas em campo, como citros e
nogueira-pecd (SOUZA et al., 2011; HARDIN et al., 2012). Além disso, Neto et al.
(2013) constataram que plantulas cultivadas in vitro que apresentam maiores teores de
clorofilas apresentam maiores taxas de sobrevivéncia e melhor desenvolvimento na fase
de aclimatizacdo. Informacdo que ressalta a importancia de se avaliar a concentragdo
desta molécula desde a fase de estabelecimento de uma espécie, auxiliando na escolha
do melhor protocolo a ser seguido e consolidado.

TABELA 6- Teores médios de clorofila A, B e Total de plantulas de barueiro (Dipteryx
alata VVog.) sob trés meios nutricionais de cultivo e quatro doses de
carvao ativado durante a micropropagacao. Uberlandia, MG, 2014.

Meio nutritivo Clorofila A Clorofila B Clorofila Total
AA 44,86 A 22,02 AB 66,86 AB
MS 4495 A 24,52 A 69,48 A
WPM 42,46 B 18,57 B 61,04 B

CV=14,28%; DMS= 11,52

Meédias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenca minima
significativa.
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4. CONCLUSOES

O meio nutritivo que melhor supriu as exigéncias do barueiro foi 0 MS, sendo
este 0 mais adequado para o0 estabelecimento in vitro da espécie estudada.

A adicdo de carvao ativado mostrou-se essencial para o cultivo in vitro do
barueiro, sendo 3 g L™ a concentracdo recomendada para o estabelecimento in vitro
dessa fruteira.

39



REFERENCIAS

ALMEIDA, C.S.; LEDO, A. S.; ARAUJO, A. G.; SILVA, A. V.; SILVA JUNIOR, J.
S.; SANTOS, J. E.; RIBEIRO, M. M. J.; VILANOVA NETA, J. L. Efeito do meio de
cultura na germinacao in vitro do jenipapeiro. Scientia Plena, Aracaju, v. 9, n. 10,
2013.

ALMEIDA, S. P.; PROENCA, C. E. B.; SANO, S. M.; RIBEIRO, J. F. Cerrado:
espécies vegetais Uteis. Planaltina: Embrapa - CPAC, p. 464, 1998.

ANDRADE, M. W.; LUZ, J. M. Q.; LACERDA, A. S. Micropropagacéo da aroeira
(Myracroduon urundeuva Fr. All.). Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.24, n.1, p.174-
180, 2000.

ARDITTI, J.; ERNST, R. Micropropagation of orchids. New York: John Wiley 1992.
682p.

ASSIS, K. C. Propagacdo in vitro de Anacardium othonianum Rizz., uma espécie
frutifera e medicinal do Cerrado. Dissertacdo- Jatai, GO: UFG, 2010. 89p.

BARBOZA, S. B. S. C.; CALDAS, L. S. Estiolamento e regeneracdo na multiplicacao
in vitro do abacaxizeiro hibrido PEXSC — 52. Revista Pesquisa Agropecuéaria
Brasileira, Brasilia, v.36, n.3, p.417-423, 2001.

BLUMENSCHEIN, A; CALDAS, R. A. Projeto de domesticacgdo de plantas do
Cerrado e sua incorporacao a sistemas produtivos regionais. Goiania: UFG, 1995.
91p.

BONGA, J. M. Tissue culture techniques. In: BONGA, J. M.; DURZAN, D.J. Tissue
culture in forestry. Dordrecht: Martinus Nijhoff, 1985. p.4-35.

BOULAY, M. Aspects pratiques de la multiplication in vitro de essences forestiers.
Annales de Recherches Sylvicoles AFOCEL, Nangis, p. 7-43, 1964.

CALDAS, L. S.; HARIDASAN, P.; FERREIRA, M. E. Meios nutritivos. In: TORRES,
A. C., CALDAS, L. S. Técnicas e aplicacdes da cultura de tecidos de plantas.
Brasilia: ABCTP, EMBRAPA-CNPH, 1990. p. 37-70.

CHAGAS, E. A.; PASQUAL, M.; RAMOS, J. D.; PIO, L. A. S.; DUTRA, L. F;;
CAZETTA, J. O. Cultivo de embrides imaturos de citros em diferentes concentragdes
de carvao ativado e acido giberélico. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.29, p.1125-
1131, 2005.

40



DONALDSON in MARTINELLI G., MORAES, M. A. Livro vermelho da flora do
Brasil - 1. ed. - Rio de Janeiro : Andrea Jakobsson: Instituto de Pesquisas Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro, 2013. 1100 p.

DISARZ, R.; CORDER, M. P. M. Multiplicacao de gemas axilares de Acacia mearnsii
De Wild. sob diferentes meios de cultura. Revista Arvore, Vigosa, v.33, n.4, p.599-
606, 2009.

FERMINO JUNIOR, P. C. P.; PEREIRA, J. E. S. Germinacgéo e propagacao in vitro de
cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith - Fabaceae). Ciéncia Florestal,
Santa Maria, v. 22, n. 1, p. 1-9, jan.-mar., 2012.

FERREIRA, D. F. Andlise estatistica por meio do SISVAR (Sistema para Anélise de
Variancia) para Windows versio 4.0. In: REUNIAO ANUAL DA REGIAO
BRASILEIRA DA SOCIEDADE INTERNACIONAL DE BIOMETRIA, 45, 2000, Sdo
Carlos. Anais... Sdo Carlos: UFSCar, 2000. p. 255-258.

GEORGE, P. S.; RAVISHANKAR, G. A. In vitro multiplication of Vanilla planifolia
using axillary bud explants. Plant Cell Reports, Berlin. v. 16, n. 6, p. 490-495, 1997.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture. Part 1 - the technology. 2. ed.
Edington Limited, 1993. 574 p.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture. Edington: Exegetics, 574p.
1996.

GOMES, G. A. C,; PAIVA, R.; HERRERA, R.C.; PAIVA, P.D. O. Micropropagation
of Maclura tinctoria L.: an endangered wood species. Revista Arvore, Vigosa. v.34,
p.25-30, 2010.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacao. In: TORRES, A. C;
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Ed.). Cultura de tecidos e transformacdes genéticas
de plantas. Brasilia: Embrapa- SP1; Embrapa- CNPH. 1998 v. 1. p.183-260.

HARDIN, J. A.; SMITH, M. W.; WECKLER, P. R.; CHEARY, B. S. In Situ
Measurement of Pecan Leaf Nitrogen Concentration using a Chlorophyll Meter and
Vis-near Infrared Multispectral Camera. Hortscience, Alexandria, v.47, n.7, p.955-960,
2012,

KERBAUY, G. B. Fisiologia vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. 452p.

LEDO, A. S.; LAMEIRA, O. A.; BENBADIS, A. K. Explantes de cupuaguzeiro
submetidos a diferentes condicdes de cultivo in vitro. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal - SP, v. 24, n. 3, p. 604-607, Dezembro 2002.

41



LEDO, A.S.; SECA, G. S. V.; BARBOZA, S. B. S. C.; SILVA JUNIOR, J. B.
Crescimento inicial de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) em diferentes meios
de cultivo in vitro. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.5, n.4, p.989-993, 2007.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially feasible micropropagation of montain laurel,
Kalmia latifolia, by use of shoot tip culture. Com. Proc. Int. Plant Prop. Soc.,
Bellefonte, v.30, p.421-327, 1981.

MALDANER, J.; NICOLOSO, F. T.; SANTOS, E. S.; FLORES, R.; SKREBSKY, E.
C. Sacarose e nitrogénio na multiplicagéo in vitro de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 36, n. 4, p. 1201-1206, jul./ago. 2006.

MOURA, L. C.; TITON, M.; FERNANDES, J. S. C.; SANTANA, R. C.; OLIVEIRA,
M. L. R. Micropropagacao de sucupira-preta por meio de gemas axilares. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira. Brasilia, v.47, n.12, p.1691-1698, dez. 2012.

MURASHIGE, T., SKOOG, F. Manipulation of organ initiation in plant tissue cultures.
Bot. Bull. Academia Sinica, Shangai, v. 18, p.1-24, 1962.

NASCIMENTO, A. C.; PAIVA, R.; NOGUEIRA, R. C.; PORTO, J. M. P,;
NOGUEIRA, G. F.; SOARES, F. P. BAP e AIB no Cultivo in vitro de Eugenia
pyriformis Cambess. Rev. Acad., Ciéncias Agrarias e Ambientais, Curitiba, v. 6, n. 2,
p. 223-228, abr./jun. 2008.

NEPUMUCENDO, C. F.; RIOS, A. P. S.; QUEIROZ, S. R. O. D.; PELACANI, C.R;
SANTANA, J. R. Respostas morfofisioldgicas in vitro de plantulas de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) Altschul. Revista Arvore, Vigosa-MG,
v.33, n.3, p.481-490, 20009.

NETO, V. B. P.; CAMPQS, G. O.; BOARETTO, A. G.; ZUFFO, M. C. R;;
TORREZAN, M. A.; BENETAO, J. Comportamento in vitro de Aspasia variegata, uma
orquidea epifi ta do cerrado brasileiro. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.12, p.2178
2184, dez, 2013.

NUNES C. F.; DALILHIA, M. P.; SANTOS, N.; CUSTODIO, T. N.; ARAUJO, A. G.
Diferentes suplementos no cultivo in vitro de embrides de pinhdo-manso. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 43, p. 9-14, 2008.

PAN, M. J.; STADEN, J. V. The use of charcoal in vitro culture-A review. Plant
Growth Regulation, Berlin, v.26, n. 3, p. 155-163, jun./aug. 1998.

PASQUAL, M. Textos académicos: meios de cultura. Lavras: FAEPE/UFLA, 2001,
127 p.

42



PEREIRA, B. A. S. Flora nativa. In: DIAS, B. F. S. Alternativas de desenvolvimento
dos cerrados: manejo e conservacao dos recursos naturais renovaveis. Brasilia:
FUNARPA - IBAMA, 1992. p. 53-62.

PERES, L. E. P.; KERBAUY, G. B. Controle hormonal do desenvolvimento de raizes.
Revista Universa, Brasilia, v. 8, n. 1, p. 181-196, mar. 2000.

PINHAL, H. F. Estabelecimento in vitro de barueiro (Dipteryx alaata VVog.). 54 f.
Dissertacdo de mestrado (Mestrado em Agronomia). Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, 2011.

REINBOTHE, C.; BAKKOURI, M.; BUHR, F.; MURAKI, N.; NOMATA, J.;
KURISU, G.; FUJITA, Y. E REINBOTHE, S. Chlorophyll biosynthesis: spotlight on
protochlorophyllide reduction. Trends in Plant Science, Oxford, v.15, n.11, p.614-624,
2010.

RICCI, A. P., MOURAO FILHO, F. D. A. A., MENDES, B. M. J.; PIEDADE, S. M. D.
S. Somatic embryogenesis in Citrus sinensis, C. reticulata and C. nobilis x C.
deliciosa. Scientia Agricola, Sdo Paulo, v. 59, p. 41-46, 2002.

RIBEIRO, V. G.; SANABIO, D.; SOUZA, C. N.; LOPES, P. S. N.; BOCARDO, M. R.;
PASQUAL, M. Efeitos de acido giberélico e carvdo ativado no cultivo in vitro de Citrus
limonia Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf. Pesquisa Agropecuéria Brasileira,
Brasilia, v.35, n.1, p.27-30, jan. 2000.

ROCHA, J. P. Fatores genéticos e ambientais na emergéncia de plantulas de
pequizeiro (Caryocar brasiliense camb.). 34 f. Dissertacdo — Diamantina:
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, 2009.

RUSSOWSKI, D.; NICOLOSO, F. T. Nitrogénio e fésforo no crescimento de plantas
de Ginseng Brasileiro [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] cultivadas in vitro.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 33, n. 1, p. 57-63, 2003.

SANTANA, J. R. F,; PAIVA, R.; SOUZA, A. V.; OLIVEIRA, L. M. Effect of different
culture tube caps and concentrations of activated charcoal and sucrose on in vitro
growth and budding induction of Annona glabra L. Ciéncia e Agrotecnotogia, Lavras,
v. 35, n. 5, p. 916-923, set-out. 2011.

SANTOS-SEREJO, J.; JUNGHANS, T. G.; SOARES, T. L.; SILVA, K. M. Meios
Nutritivos para Micropropagacéo de Plantas, 2006 In: SOUZA, A. S., JUNGHANS, T.
G. Introducéo a Micropropagacao de Plantas. Embrapa mandioca e fruticultura
tropical, 1. Ed. Cruz das Almas-BA., c.4,122p.

SATO, A. Y.; DIAS, H. C. T.; ANDRADE, L. A. et al. Micropropagacao de Celtis sp.:
controle da contaminagdo e oxidacdo. Cerne, Lavras, v.7, n.2, p.117-123, 2001.

43



SCHNEIDERS, D.; PESCADOR, R.; BOOZ, M. R.; SUZUKI, R. M. Germinagéo,
crescimento e desenvolvimento in vitro de orquideas (Cattleya spp., Orchidaceae).
Revista Ceres. Vicosa, MG, v. 59, n. 2, p. 185-191, mar-abr. 2012.

SILVA, M.; MANNIGEL, A. R.; MUNIZ, A. S.; PORTO, S. M. A.; MARCHETTI, M.
E.; NOLLA, A.; BERTANI, R. M. A. Ammonium sulphate on maize crops under no
tillage. Bragantia, Campinas, v.71, n.1, p. 90-97, 2012.

SILVERIO, M. D. O.; CASTRO, C. F. S.; MIRANDA, A. R. Avaliacéo da atividade
antioxidante e inibitoria da tirosinase das folhas de Dipteryx alata VVogel (Baru).
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.15, n.1, p.59-65, 2013.

SINGH, V.; SINGH, B.; SINGH, Y.; THIND, H. S.; GUPTA, R. K. Need based
nitrogen management using the chlorophyll meter and leaf colour chart in rice and
wheat in South Asia: a review. Nutrient Cycling Agroecosyst, Dordrecht, v.88, p.361-
380, 2010.

SOUZA, T.R.; SALOMAO, L. C.; ANDRADE, T. F.; BOAS, R. L. V.; QUAGGIO, J.
A. Medida indireta da clorofila e sua relacdo com o manejo da adubacao nitrogenada em
plantas citricas fertirrigadas. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 33, n.
3, p. 993-1003, 2011.

STEIN, V. C.; PAIVA, R.; SOARES, F. P.; NOGUEIRA, R. C.; SILVA, L. C;
EMRICH, E. Germinacao in vitro e ex vitro de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.
D. Penn. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v.31, p.1702-1708, 2007.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal 3- ed. Porto Alegre: Artmed, 2004.

THORPE, T. A.; HARRY, I. S.; KUMAR, P. P. Application of micropropagation to
forestry. In:. DEBERGH, P. C.; ZIMMERMAN, R. H. Micropropagation: technology
and aplication. Dordrecht: Kluwer Academic Press, 1991. p. 311-336.

VAN WINKLE, S.; JOHNSON, S.; PULLMAN, G. S. The impact of gelrite and
activated carbon on the elemental composition of plant tissue culture media. Plant Cell
Report, New York, v.21, p.1175-1182, 2003.

44



CAPITULO 3

SUPLEMENTOS ALTERNATIVOS E CONCENTRACOES DE MEIO MS
NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Dipteryx alata VVog

RESUMO

SILVA, HERICK FERNANDO DE JESUS. Suplementos alternativos e
concentracdes de meio MS no estabelecimento in vitro de Dipteryx alata Vog. 2015.
64 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG.*

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) € uma espécie arbérea da familia Fabaceae de
ocorréncia natural no Cerrado. Seus frutos podem ser utilizados na alimentacdo humana
e as sementes, consumidas de diversas maneiras. Porém, esta espécie encontra-se sob
risco de extincdo e dificuldade de obtencdo de mudas selecionadas e grande
desuniformidade de produgédo. Dessa forma, a cultura de tecidos vegetais pode trazer
grande aplicabilidade na propagacdo e conservacdo dessa fruteira. Entre os extratos
naturais utilizados nessa técnica esta a polpa de banana homogeneizada e agua de coco.
O objetivo deste trabalho foi avaliar concentracdes do meio MS (25, 50, 75 e 100%)
suplementados com &gua de coco (100 mL L™), polpa de banana nanica (60 g L™) ou
auséncia de suplemento no estabelecimento in vitro de sementes de barueiro. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3x4 (trés meios de cultivo e quatro doses de sais MS) com trés repeticoes.
Foram avaliadas as caracteristicas: taxa de germinacdo (GER), comprimento da parte
aérea (CPA) e da maior raiz (CR), diametro do caule (DIA), nimero de folhas (NF),
teores de clorofila A (CA), B (CB) e total (CT), massa fresca (MF) e massa seca (MSC)
das plantulas. Para os referidos dados aplicou-se teste de Tukey a 5% de significancia e
para os fatores quantitativos foi feita analise de regressdo. Quanto as respostas obtidas
concluiu-se que o meio MS sem suplemento a 25% mostra-se mais viavel para o
estabelecimento in vitro de plantulas de barueiro.

Palavras-chave: meio de cultura, fruteira do Cerrado, dgua de coco, polpa de banana.

10rientador: Berildo de Melo- UFU
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ABSTRACT

SILVA, HERICK FERNANDO DE JESUS. Alternative supplements and MS
medium concentrations in vitro establishment of Dipteryx alata Vog. 2015 64 p.
Dissertation (Master in Agronomy / Plant) Federal University of Uberlandia, MG.*

The barueiro (Dipteryx alata VVog.) is a tree species of naturally occurring Fabaceae
family in Savannah. Its fruits can be used as food and seeds, consumed in different
ways. However, this species is at risk of extinction and difficulty of obtaining selected
seedlings and great variability production. Thus, the plant tissue culture can bring great
applicability in the propagation and preservation of the fruit bowl. Among the natural
extracts used in this technique is homogenized banana pulp and coconut water. The
objective of this study was to evaluate concentrations of the MS (25, 50, 75 and 100%)
supplemented with coconut water (100 ml L), dwarf banana pulp (60 g L™) or no
supplement in the establishment in vitro barueiro seeds. The experimental design was
completely randomized (DIC) in a 3x4 factorial design (three means of cultivation and
four doses of MS salts) with three replications. The characteristics evaluated were:
germination rate (GER), shoot length (CPA) and the main root (CR), stem diameter
(DIA), number of leaves (NF), chlorophyll content (CA), B (CB) and total (CT), fresh
(MF) and dry matter (MSC) of the seedlings. For these data applied Tukey test at 5%
significance and quantitative factors was taken regression analysis. As the responses
obtained it was concluded that free medium supplement with 25% seems to be more
feasible to establish in vitro barueiro seedlings.

Keywords: growing medium, the Cerrado fruit tree, coconut water, banana pulp.

IMajor: Berildo de Melo — UFU.
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1. INTRODUCAO

Dentre os biomas brasileiros, o Cerrado assume grande valor, abrangendo uma area
de aproximadamente 204 milhGes de hectares, 0 que corresponde a 22% do territorio
nacional, abriga a segunda maior biodiversidade do planeta e constitui a maior fronteira
agricola do pais (JUNQUEIRA et al., 2012).

No Cerrado, existe uma infinidade de fruteiras nativas de importancia fundamental
para a manutencdo da vida silvestre e silvicola desse bioma. De acordo com Silva et al.,
(2001) existem 58 espécies frutiferas com potencial econdmico, mas acredita-se que
esse numero chegue a 100 espécies com esse valor agregado.

O barueiro (Dipteryx alata Volg.) é umas das fruteiras tipicas do Cerrado, sendo
conhecida como fixadora de nitrogénio no solo, ocorrendo em éreas mais férteis
(BOTEZELLI, 2006). Apresenta ampla utilidade desde paisagismo, madeira para
construcdo civil, na culinéria regional e medicina alternativa (FERREIRA, 1998). E
uma das poucas espécies que apresentam frutos com polpa carnosa durante a estacdo
seca no Bioma Cerrado, sendo importante para alimentagdo da fauna nessa época do ano
(SANO et al., 2004).

De acordo com Donaldson et al. (2013) verifica-se que o barueiro encontra-se
em risco de extingdo projetado. Varios sdo os fatores atribuiveis a esse fato, como
exploracdo irracional da espécie, desmatamento de matas nativas, avango da
monocultura, urbanizacdo, etc. De acordo com Junqueira et al. (2012) o extrativismo
tem se apoderado da maior parte dos frutos com caracteristicas superiores afim de
atender as exigéncias dos consumidores, fato quem tem contribuido para uma forte
erosao genética e perpetuacdo natural de material inferior. Baseado nessa problematica
se faz importante dominar técnicas que viabilizem a propagacdo desta espécie,
garantindo subsidio para a produgdo de mudas em larga escala, conservacdo de
germoplasma e melhoramento genético.

Desta forma, a cultura de tecidos vegetais torna-se uma técnica auxiliar de
grande valia para a micropropagacao e outras aplicages nestas espécies.

Diversas formulacGes de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in vitro

(NOGUEIRA et al., 2004). Nesse sentido, ndo existe formulacdo padrdo, mas o meio
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MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com suas modificacGes e dilui¢bes, tem sido
utilizado com sucesso para diversas espécies. Para espécies lenhosas, entretanto, 0 meio
MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos, e composi¢fes mais diluidas em
macronutrientes apresentam melhor desempenho (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). A reducdo dos sais promoveu melhor crescimento de tecidos em Inga vera
(STEIN et al., 2007), Byrsonima intermédia (NOGUEIRA et al., 2004) e Genipa
americana (ALMEIDA et al.,, 2013), reforgando a importancia de que ajustes das
concentragdes destes solutos € importante antes de se estabelecer um protocolo.

Para reducdo dos custos, estudos com suplementos organicos (agua de coco,
banana, mamao, milho) adicionados aos meios de cultura convencionais foram
realizados (MARTINEZ; GARCIA, 2007; ARAUJO et al., 2006b; VIEIRA et al., 2009;
CAMPOS, 2010). Esses suplementos sdo também fontes de aminoacidos, vitaminas,
sais minerais e reguladores de crescimento, que sdo 0s componentes mais onerosos dos
meios de cultura, segundo Aradjo et al. (2006a).

A &gua de coco contém sais minerais, mio-inositol e citocinina(s), bem como
nucleotideos e outros compostos organicos. A concentracdo de dgua de coco utilizada
na composicdo dos meios de cultura é de 3 a 15% para um grande nimero de espécies
vegetais cultivadas in vitro. Ela é utilizada para estimular o crescimento de calos,
aumentar a germinacdo assimbidtica, formar embries somaticos, induzir a divisdo de
grdos de polen e o desenvolvimento de embrides imaturos (CALDAS et al., 1998).
Varios trabalhos citam sua utilizacdo no cultivo in vitro de espécies perenes, como 0s de
Ferreira et al., (2004) sobre o cupuacu, e Latado et al. (1999) sobre citros.

Su et al. (2012) relatam que a polpa de banana é um componente natural que
vem sendo muito utilizado no cultivo in vitro de orquideas por ser fonte de potassio e
estimulador de enraizamento. George et al., (2008) indicam que a polpa de banana que
pode suplementar o teor de vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento. Como
informacdo complementar, Torres et al., (2001) mencionam que essa substancia pode
surtir diferentes efeitos no cultivo in vitro, como espessamento e/ou crescimento das
raizes a depender da cultivar e da quantidade de polpa utilizada. Informacg6es referentes
ao uso desse suplemento no cultivo de plantas lenhosas ainda séo incipientes na
literatura, carecendo assim de aplicacOes e pesquisas dessas substancias na nutricdo
dessas espécies.

A preocupacdo com a conservagao de recursos genéticos de barueiros que hoje

estd potencialmente ameacado de extingdo levanta a necessidade de aprimorar
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protocolos de micropropagacdo voltados a espécie. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi estudar o efeito de diferentes concentracdes de sais MS e de suplementos
alternativos (4gua de coco e polpa de banana) no cultivo in vitro de D. alata.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia di Instituto de Ciéncias
Agrérias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia. Os frutos dos barueiros
(Dipteryx alata Vog.) foram coletados de arvores situadas na zona rural do municipio de
Uberlandia, MG.

Foram recolhidos apenas os frutos caidos ao chdo, que encontravam-se em estagio
de maturagdo completa. Estes frutos foram coletados durante o0 més de outubro de 2013
e armazenados em local seco, a temperatura ambiente, protegidos da luz solar.

No més de abril de 2014 as sementes foram retiradas dos frutos com a utilizacdo
de uma morsa de bancada e foram selecionadas, sendo descartadas aquelas que
apresentaram algum tipo de deformacao ou lesdes decorrentes do processo de extracao.
Antecedendo a inoculacdo, as sementes passaram por um processo de assepsia que
consistiu em lavagem com detergente liquido em agua corrente por cinco minutos,
imersdo em &lcool 70% v/v por dois minutos e posteriormente submetidas a uma
solucdo de hipoclorito de sédio 2% v/v sob agitacdo por um periodo de 30 minutos.
Apdbs o término desse processo, as sementes passaram por uma triplice lavagem em
agua destilada e autoclavada, sendo inoculadas em camara de fluxo laminar.

Os tratamentos consistiram de quatro concentragdes de meio MS (25, 50, 75 e
100%) e trés formas de suplementacéo: com agua de coco (100 mL L™), polpa de banana
nanica (Musa spp) (60 g L™") e auséncia de suplemento (Tabela 1). O experimento foi
constituido em esquema fatorial 3x4 (12 tratamentos) e trés repeticdes, totalizando 36
parcelas, sendo que cada uma foi composta por 10 frascos com uma semente em cada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
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TABELA 1- Tratamentos utilizados para o estabelecimento in vitro de barueiros

(Dypterix alata Vog.)
Tratamentos Concentragdo MS (%) Suplemento

T1 25 Ausente

T2 50 Ausente

T3 75 Ausente

T4 100 Ausente

T5 25 Polpa de banana'
T6 50 Polpa de banana'
T7 75 Polpa de banana®
T8 100 Polpa de banana®
T9 25 Agua de coco?
T10 50 Agua de coco?
T11 75 Agua de coco?
T12 100 Agua de coco?

'Polpa de banana: 60 g L™; “Agua de coco: 100 mL L™

Para a inoculacdo foram utilizados instrumentos de manipulacéo esterilizados que
foram constantemente flambados durante o processo. A camara de fluxo laminar e todos
0s recipientes passaram por um processo de assepsia com a aplicacdo de alcool 70% (v
v'') além de serem submetidos & radiacdo U.V. durante 15 minutos.

Os explantes foram inoculados em frascos com capacidade para 150 mL. Foram
colocados nos frascos 40 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) em suas
diferentes concentracdes suplementados com polpa de banana (60 g L™), 4gua de coco
(100 ml L™) e sem suplementagdo. Todos os meios foram acrescidos de 6,5 g L™ de
agar e o pH ajustado para 5,7. Os frascos contendo os meios foram vedados com tampas
plasticas e em seguida autoclavados a uma temperatura de 121°C durante 20 minutos
um dia antes da inoculagéo.

Apos a inoculagdo das sementes, os frascos foram acondicionados em sala de

crescimento, mantida em temperatura de 25 °C + 1°C e com fotoperiodo de 16
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horas/dia, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias que proporcionavam uma
intensidade luminosa de 25 pmol m?s™.

O desenvolvimento das plantulas foi acompanhado por um periodo de dois meses
sendo que ao final foram avaliadas as seguintes caracteristicas: taxa de germinacgéo
(sendo consideradas germinadas as sementes que possuissem a parte aérea ou a radicula
visivel e desenvolvida) (GER); comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR),
massa seca (MSC) e massa fresca (MF), diametro do caule (DIA), nimero de folhas
(NF), teores de clorofila A (CA), B (CB) e total (CT).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia através do programa
computacional Sistema para Andlise de Varidncia (SISVAR) (FERREIRA, 2000).
Quando o valor de “F” foi significativo, as médias qualitativas foram comparadas por
meio do teste de Tukey e para as doses de MS aplicou-se analise de regressao
polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Foram testadas a normalidade dos
residuos e a homogeneidade das variancias, com os testes de Shapiro-Wilk (o= 0,01) e

Levene (a = 0,01), através do programa computacional SPSS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observado efeito significativo das concentracbes de sais MS e dos
suplementos sobre a massa seca (MSC), taxa de germinacéo (GER) e clorofila A (CA),
B (CB) e total (CT). Para as demais caracteristicas houve efeito significativo dos fatores
isolados, exceto pra massa fresca (MF) e comprimento da maior raiz (CR) em que a

interacdo concentracdes de sais MS e suplementos, foi significativa (Tabela 2).

TABELA 2- Resumo da analise de variancia das caracteristicas massa seca (MSC),
massa fresca (MF), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da
maior raiz (CR), diametro do caule (DIA), nimero de folhas (NF), % de
germinacdo (GER), indice de clorofila A (CA), B (CB) e Total (CT), de

FV GL MSC MF CPA CR DIA  NF GER CA CB CT

Doses(D) 3 0,32"™ 1,20  3,04* 17,65* 0,82 042" 1,41 112" 1,14 128"
Suplemento(S) 2 0,57 2,16™  3,75* 22,71* 4,92 11,13* 158" 127" 1,09 146"
DxS 6 1,96™ 2,56* 2,06™ 482* 051" 2,14™ 196" 036" 0,84 0,69"
CV (%) 10,51 10,67 705 13,09 837 1484 1992 1048 4266 19,13
Meédia geral 0,70 2,98 1551 2398 4,22 2392 1422 42,23 22,25 64,49

plantulas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) cultivadas em quatro
concentracdes de meio MS suplementados com &gua de coco, polpa de
banana ou sem suplementacdo. Uberlandia, MG, 2014.

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, ™ ndo significativo pelo teste F.

A massa fresca ndo sofreu forte influéncia dos suplementos testados, isso porque
sO veio a diferir entre 0 meio MS puro e adicionado de polpa de banana na concentracao
de 75% (Tabela 3), demonstrando que esse suplemento ndo favorece o incremento de
biomassa das plantulas. Embora tenha ocorrido significancia de interacdo dos fatores
para a massa fresca, as regressdes das doses salinas aditivadas (agua de coco e polpa de
banana) ndo foram significativas, sendo assim desprezadas. A regressdo obtida faz
mencao aos tratamentos desprovidos de suplementos. E possivel notar que o meio MS
com concentragdes maiores que 70% mostram-se prejudiciais & incorporacdo de massa
fresca de D. alata (Figura 1). Derivando a equagdo dessa regressdo obtem-se que o
incremento maximo proporcionado foi de 3,40 g de biomassa a uma concentracdo de
71% dos sais. A concentragdo original salina de MS foi inadequada também no cultivo

in vitro de Syngonanthus elegantulus (PEGO et al., 2013). Além de ter influenciado no
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menor incremento da massa fresca, as plantulas cultivadas em meio MS pleno
obtiveram menores resultados para o numero de folhas e altura, além de apresentarem
sintomas de fitotoxidez nas folhas. Assim como esta espécie herbéacea estudada, o
barueiro estd adaptado a solos de baixa fertilidade, fato que pode explicar o seu melhor

desempenho a meios artificiais com menor carga de nutrientes.

TABELA 3. Massa fresca (g) média de plantulas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)
cultivadas em quatro concentracGes de meio MS puro ou suplementado
com agua de coco polpa de banana. Uberlandia, MG, 2014.

Concentracéo de sais MS (%)

Tratamento 25 50 75 100
MS puro 2,87 A 3,03 A 3,63 A 3,04 A
Agua de coco 3,01 A 3,03 A 3,15 AB 255 A
Polpa de banana 3,06 A 2,89 A 2,64 B 2,97 A

CV=10,67%; DMS= 0,65

Meédias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenca minima

significativa.
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FIGURA 1- Massa fresca de plantulas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) cultivadas em diferentes
concentracdes de meio MS. Uberlandia, MG,
2014.
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Para o desenvolvimento da parte aérea 0 uso de polpa de banana apresenta-se
desfavoravel, pois proporcionou respostas inferiores ao tratamento sem suplemento
(Figura 2A). O tratamento adicionado de &gua de coco ndo diferiu dos demais. Embora
esse endosperma liquido tenha oferecido resultados positivos nessa estrutura vegetativa,
0 Seu Uso parece ndo ser vantajoso, ja que na sua auséncia o éxito da planta é o mesmo.
Quanto a adicdo de polpa de banana, os resultados aqui encontrados discordam aos
obtidos por Pasqual et al., (2009) que, trabalhando com orquidea, obtiveram resultados
positivos no desenvolvimento in vitro das plantulas com a suplementacdo desse
produto. A quantidade de raizes formadas in vitro possibilita maior superficie de contato
raiz/planta, favorecendo maior absor¢do de nutrientes, o que neste caso é possivel pelo
vigoroso sistema radicular que o barueiro desenvolve, permitindo maior captacdo de
recursos nutricionais.

A regressdo do comprimento da parte aérea aponta que maiores concentracoes
salinas de MS, superiores a 25%, atuam negativamente no incremento desta variavel
(Figura 2B). Resposta semelhante também foi encontrada em trabalhos conduzidos no
cultivo in vitro de jenipapeiro (ALMEIDA et al., 2013), mangabeira (LEDO et al.,
2007) e videira (DZAZIO et al., 2002), em que a concentracdo de sais MS reduzida a
metade, foi a que proporcionou melhor desempenho da parte aérea das plantulas. No
entanto, esses dados confrontam aos obtidos para Stanhopea tigrina (MARTINEZ;
GARCIA, 2007), onde 0 melhor desempenho da parte aérea das plantas foi favorecido
quando estas foram cultivadas em meio MS pleno acrescido de 120 mL L™ de 4gua de
coco e 100 g L™ de polpa de banana, concentracdes de suplementos superiores as
utilizadas nesse trabalho. J4 em Cattleya loddigesii (PASQUAL et al., 2009), 200 g L™
de polpa de banana favoreceu melhor vigor no desenvolvimento das plantulas. As
diferencas entre esses dados e de outros experimentos podem ser decorrentes da
especificacdo dos meios de cultura para cada espécie, uma vez que diferentes
combinagOes de carboidratos, sais minerais, vitaminas e reguladores de crescimento
estimulam, ou ndo, o crescimento de 6rgaos, tecidos ou células e o desenvolvimento da
planta (GEORGE et al., 2008), fato notoriamente observado no comportamento da

espécie foco deste trabalho.
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FIGURA 2- Comprimento da parte aérea de plantulas de barueiro
(Dipteryx alata Vog.) cultivadas em meio MS puro,
suplementado com polpa de banana e dgua de coco (A) e
sob diferentes concentracGes de sais MS (B). Uberlandia,
MG, 2014.

O meio MS puro ou suplementado com agua de coco foram os que favoreceram
melhor desenvolvimento do sistema radicular, ndo diferindo entre si em praticamente
todas as concentracdes de sais testadas (Tabela 4). De acordo com Torres e Barbosa
(2001), a polpa de banana pode promover diferentes efeitos no cultivo in vitro, como
espessamento e/ou crescimento de raizes, dependendo da cultivar e da quantidade de
polpa utilizada. Porém, neste trabalho esse suplemento ndo se mostrou vantajoso, pois
foi 0 que apresentou 0s menores resultados para o comprimento da raiz até a
concentracdo de 75% de sais MS, conforme ilustrado na tabela. Através da anélise de

regressao € possivel visualizar esse efeito, onde a partir de doses superiores a 75% de
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sais MS o incremento dessa estrutura foi sendo retomado (Figura 3A). O processo de
expanséo radicular foi prejudicado linearmente com as concentracfes de meio MS, tanto
puro, quanto suplementado com &gua de coco (Figuras 3B e 3C), sugerindo que o
barueiro tem melhor desenvolvimento radicular em meio de cultivo com menor
concentracdo de sais. Com espécies lenhosas, 0 meio MS nao se mostra satisfatério em
alguns casos e composi¢cGes mais diluidas em macronutrientes apresentam melhor
desempenho (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

TABELA 4- Comprimento médio da maior raiz (cm) de plantulas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) cultivadas em quatro concentracbes de meio MS puro ou
suplementado com &gua de coco ou polpa de banana. Uberlandia, MG,

2014,
Concentracéo de sais MS (%)

Tratamento 25 50 75 100
MS puro 28,96 AB 29,52 A 28,00 A 23,04 A
Agua de coco 35,15 A 28,15 A 19,67 B 18,81 A
Polpa de banana 23,70 B 20,09 B 12,72 C 19,98 A

CV=13,09 % ; DMS= 6,40

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.; CV: coeficiente de variagdo; DMS: diferenca minima
significativa.
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FIGURA 3- Comprimento da maior raiz (cm) de plantulas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) cultivadas em meio MS suplementados com (A) polpa de
banana (B) agua de coco e (C) sem suplemento. Uberlandia, MG, 2014.

As plantulas de barueiro, como uma gama de espécies do Cerrado, demonstram
exigir menor quantidade de nutrientes durante o desenvolvimento, fato comprovado
neste trabalho pelo menor desenvolvimento radicular e de parte aérea quando estas
foram submetidas ao meio MS pleno. Os resultados aqui encontrados corroboram pelos
obtidos por Soares et al. (2011), onde constataram que o meio MS original foi
desfavoravel ao desenvolvimento de plantulas de macadba (Acrocomia aculeata), outra
fruteira nativa do Cerrado. Malavolta (2006) explica que todo nutriente em excesso,
provoca um desbalanco nutricional no sistema, que consequentemente provoca
prejuizos no desenvolvimento da plantula, explicagdo condizente com o efeito
observado nesse trabalho.

Baseando no didmetro das plantulas ambos os suplementos testados (dgua de
coco e polpa de banana) ndo mostraram-se vantajosos, ja que nao diferiram do meio MS

puro. Para o nimero de folhas 0 meio MS desprovido de suplementos sobressaiu para

57



essa variavel se compararmos aos tratamentos adicionados de polpa de banana (Tabela
5). Em pinhdo manso (NUNES et al., 2008) a agua de coco exerceu grande influéncia
na producdo de folhas, sendo que até a dose de 250 mL L™ esse incremento foi
linearmente positivo. A polpa de banana parece ndo fornecer recursos nutricionais que
induzam maior numero de folhas. Em Dendrobium nobile (SOARES et al., 2011) por
exemplo, a utilizagdo deste aditivo ao meio de cultura ndo diferiu no nimero médio de
folhas em relacdo aos meio MS sem modificacdes, ja a dose de 200 mL L™ de agua de

coco promoveu diametro superior dos pseudobulbos das plantulas.

TABELA 5- Médias de didametro (mm) e numero de folhas de plantulas de barueiro
(Dipteryx alata VVog.) cultivadas em meio MS puro, acrescido de agua de
coco e polpa de banana. Uberlandia, MG, 2014.

Tratamento Diametro (mm) NUmero de folhas
MS puro 4,28 AB 27,36 A
Agua de coco 397B 23,86 AB
Polpa de banana 4,41 A 20,52 B

cVv 8,37% 14,84%
DMS 0,36 3,62

Meédias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.; CV: coeficiente de variacdo; DMS: diferenca minima
significativa.

De acordo com Pedroso de Moraes et al., (2009), é importante frisar que 0 uso
de polpas de frutas e de endosperma liquido serve como complemento para meios de
cultura, principalmente em relacdo a fontes de sais potassicos, fosfatos e fitorménios.
Mas essa carga extra de nutrientes sera viavel ou ndo a depender da espécie em foco.
Diferente de muitas espécies herbaceas e algumas lenhosas, para o barueiro nota-se que
os aditivos naturais testados ndo mostraram vantagens adicionais em relagdo ao meio
MS bésico.

As melhores respostas obtidas neste trabalho referente a reducdo da
concentracdo de sais MS tem sido uma estratégia adotada em outras pesquisas de
estabelecimento in vitro, visto as vantagens econdmicas e fisiologicas das plantulas.
Resultados semelhantes foram confirmados por Teixeira (2001) que alterando a

concentragdo original de macronutrientes do meio MS em 50% obteve melhor eficiéncia
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no estabelecimento e na proliferagdo de brotacdes em explantes de pupunha. Essa
mesma reducdo dos componentes do meio MS favoreceu também resultados superiores
para o estabelecimento in vitro de casca-preciosa (Aniba canelilla). De acordo com os
autores deste mesmo trabalho a reducdo dos sais, bem como de vitaminas e outros
componentes do meio de cultura, além de promover reducdo dos custos, proporciona
maior controle na liberagcéo de compostos antioxidantes (RAMOS et al., 2013), fator de
grande relevancia quando se trabalha com plantas lenhosas e que é um dos entraves na

busca da conservacao e multiplicacdo destas espécies.
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4. CONCLUSOES

A &gua de coco e a polpa de banana como suplementos ndo forneceram
vantagens no desenvolvimento in vitro de plantulas de barueiro, portanto o meio MS
puro é o que melhor atende as exigéncias iniciais desta espécie.

A concentracdo de 25% dos sais de MS é a que melhor se aplica para o
estabelecimento in vitro de Dipteyx alata.
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