ELEQUISANDRA DA COSTA ARARUNA

PROPAGAGCAO IN VITRO DE BARUEIRO (Dipteryx alata Vog.)

UBERLANDIA
MINAS-GERAIS-BRASIL
2015



ELEQUISANDRA DA COSTA ARARUNA

PROPAGAGCAO IN VITRO DE BARUEIRO (Dipteryx alata Vog.)

Tese apresentada a Universidade Federal de Uberlandia,
como parte das exigéncias do Programa de Pés-graduacdo em
Agronomia — Doutorado, para obtencdo do titulo de
“Doutora”.

Orientador
Prof. Dr. Berildo de Melo

UBERLANDIA
MINAS GERAIS — BRASIL
2015



Dados Internacionais de Catalogag¢do na Publicagéo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

AB62p
2015

Araruna, Elequisandra da Costa, 1975-

Propagacdo in vitro de barueiro (Dipteryx  alata Vog.) / Elequisandra da Costa Araruna.
- 2015.

66 f. :il.

Orientador: Berildo de Melo.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Programa de Pés-Graduacdo em
Agronomia.

Inclui bibliografia.

1. Agronomia - Teses. 2. Biotecnologia - Teses. 3. Cultivo in vitro - Teses. 4. Plantas dos
cerrados - Teses. |. Melo, Berildo de. 1l. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia. 1. Titulo.

CDU: 631




ELEQUISANDRA DA COSTA ARARUNA

PROPAGACAO IN VITRO DE BARUEIRO (Dipteryx alata Vog.)

Tese apresentada a Universidade Federal de Uberlandia,

como parte das exigéncias do Programa de Pés-graduacdo em
Agronomia — Doutorado, para obtencdo do titulo de

“Doutora”.
Dr. Jodo Paulo Ribeiro de Oliveira UFAC
Dra. Eliane Ribeiro Cardoso Flora/Brasil
Dra. Simone Abreu Asmar ICIAG-UFU
Prof. Dra. Larissa Barbosa de Sousa ICIAG-UFU

Prof. Dr. Berildo de Melo
UFU
(Orientador)

UBERLANDIA
MINAS GERAIS — BRASIL
2015



A minha m&e Raimunda Araruna, base da minha formacéo e quem sempre me
incentivou nessa jornada. Aos meus amigos Jodo Paulo e VVanderley, pelo carinho e
companheirismo.

Dedico!



AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo é resultado apenas de esforco individual, mas de significativas
contribuicdes que colhi durante minha trajetoria profissional, académica e social, ao
conviver com pessoas que foram fundamentais para essa construcao.

Em especial a minha mée, Raimunda Araruna, muito obrigada pelas palavras,
conselhos, afeto e amizade; por estar sempre ao meu lado em todos os momentos dificeis,
sempre me incentivado e acreditando no meu crescimento profissional e pessoal; pelo
exemplo, educagéo, apoio, amor incondicional, carinho, amizade eterna, compreenséo e
incentivo durante toda a minha vida. Mé&e a senhora fez , faz e fara sempre parte de minha

histdria! Obrigada por tudo. Te amo!!

A0s amigos “irméaos de coragdo” Jodo Paulo ( O supremo) e Vanderley (O poder)
pela amizade e por estarem comigo desde o primeiro fruto colhido até o Gltimo ponto

escrito. Este trabalho ndo é meu, é nosso! Amo voceés!

Ao meu pai Antonio, meu irméo Charles e meus filhos, Davi e Lucas pela torcida
constante, apoio incondicional e por estarem sempre ao meu lado. Muito obrigada!

A Universidade Federal de Uberlandia, em especial ao Programa de P6s- graduagéo
em Agronomia, € ao Prof. Dr. Berildo de Melo, pela oportunidade de participar do

programa de doutorado e pelo apoio para conclui-lo.

A CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pelo

apoio essencial no desenvolvimento do curso.

Aos membros da Banca (Dr. Jodo Paulo Ribeiro de Oliveira, Dra. Simone Abreu
Asmar, Dra. Eliane Ribeiro Cardoso, Dra. Larissa Barbosa de Sousa), pela disposi¢do em
ajudar e pelas contribuicdes para o0 engrandecimento deste trabalho.

Ao0s meus queridos amigos, que sdo 0 motivo dos meus momentos mais felizes e
que fazem com que todo esfor¢o valha a pena Janice Gurgel, Paulo, Julio, Adriana, Inez,
Anelise e Paula.

A toda equipe do laboratorio de Biotecnologia da UFU e companheiros de Pos;
Eliane, Larissa, Simone, Hernane e Herick, pelo apoio e companheirismo durante todo o
trabalho.



A Deus, meu maior companheiro e amigo nesta caminhada e com certeza 0 maior

responsavel por tudo de bom que aconteceu.

MUITO OBRIGADA!



SUMARIO

RESUMO ..ottt 1
ABSTRACT ...ttt bbb bbb u
CAPITULO Lot 14
1. INTRODUGAO GERAL ......coooiiieieeeeeeseeeeeeeteests s aen sttt 14

2. REFERENCIAL TEORICO GERAL.......ccoioiieieeseeeeeeeeeeeee e, 15

D R = - T 1T o TN 15

2.2 Cultura de teCIid0S VEQETAIS..ceeerrrrerreererreesersssnneeeessessesssssanseesesssssesssssnsssesssssesssssnnns 17

P 5 0 113131 {15 - Tk 1o TR 18
2.2.2 EStaDEIECIMENTO ..uuveereeiiiiiiicirieereeetiiiessssnnerreesesssesssssnnseesesssssessssnnnneesessssssssnnnns 19
2.2.3 MUILIPHCAGAD teeeeereenrrreeriiiiessisnnnreenessiesssssnnnnessssssesssssnnseessssssssssssnnnssesssssssssssnnns 20
2.2.4 Alongamento € ENFaiZAmMENT0 ....eeeeeereeeeerrsneeeeeseeseesssssaneeeeesssssesssssssssesssssssessnnns 21
REFERENCIAS ..ottt 23
CAPITULO oottt 32
RESUMO ...ttt 32
ABSTRACT ...ttt ettt 33
1. INTRODUGAO ......c.coiiieieteeeee et 34
2. MATERIAL E METODOS......cooooiocieieeeeseetes e seessesseessesseesaes e saes s sessesn s 35
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ccoevuiiiiiieieeieeis st 38
B, CONCLUSAOQ .....oooiiiveee ettt 44
REFERENCIAS.......ooiiiiieiette ettt 45
CAPITULO Hocooiiiciee et 47
RESUMO ...ttt 47
ABSTRACT ...ttt bbb 48
1. INTRODUGAO ........cooiieieteees et 49
2. MATERIAL E METODOS......cooooioieeieeeiesesiee e seeesesseesses s saes s snsssn s 50
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooiuiieieieeeeeeieeieeies s 53

[y =t N[ 1N T 63



LISTA DE TABELAS

CAPITULO Il

TABELA 1. Meios de cultura MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962) e WPM (Woody
Plant Medium) (LLOYD ; MCCOWN, 1981) e concentragdes de sais utilizados para a

morfogénese in vitro de barueiros (Dypterixy alata Vog.) ....cccocveeerieniienieeneecieeiene 38

TABELA 2. Diametro de caule (DC) de plantas de barueiro (Dipteryxy alata Vog.)
cultivadas em meios MS e WPM, avaliadas aos 120 dias ap6s a

Lo Tol U F=Tov: o TSRS 39

TABELA 3. Comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR), numero de folhas
(NF), massa fresca (MF) e massa seca (MSC) de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)
cultivadas em meios MS e WPM, avaliadas aos 120 dias ap6s a

INOCUIAGAD. ... et bbb b ettt bbbt 39

CAPITULO 11l

TABELA 1. ConcentracBes de 6- Benzilaminopurina em meio de cultura MS
(MURASHIGE ; SKOOG, 1962) para a multiplicacdo in vitro de barueiros (Dypterixy
AIALA VOQ.) ettt bttt 52

TABELA 2. Concentracdes de Acido naftalenoacético em meio de cultura MS
(MURASHIGE ; SKOOG, 1962) para a alongamento in vitro de barueiros (Dypterixy
ALALA VOQ.) ettt 52

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

FIGURA 1. Arvore do barueiro (a); Polpa do baru (b); Fruto do barueiro (c); Améndoa do baru



CAPITULO 11

FIGURA 1. Maquina de propulsdo mecanica para corte de frutos de barueiro................. 36

FIGURA 2. Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentrag0es de Meio MS @ WPM.......ccoiiiiiie s 40

FIGURA 3. Numero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentrag0es de Meio MS @ WPM.......coiiiiiie e 41

FIGURA 4. Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentragcdes de MEIO MS € WPIM.......cc.ooiiiiiii it 41

FIGURA 5. Massa seca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentragcdes de MEIO MS € WPIM.......cc.ooiiiiiii i 42

FIGURA 6. Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em

diferentes concentracdes de Meio MS € WPM........c.cccoiiiiiii s 43

FIGURA 7. Comprimento da parte aérea de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentrag0es de MeioS MS € WPIM........oviiiiiiiiiieie s 44

CAPITULO 111

FIGURA 1. Comprimento da parte aérea de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em

diferentes concentragdes de 6— BenzilaminOpuring...........ccocuvvrieienenenenenesescseeeens 54

FIGURA 2. Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em

diferentes concentragdes de 6— Benzilaminopuring...........ocooeviveniiiniiienenesesc e 54

FIGURA 3. Numero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentragdes de 6— Benzilaminopuring..........ccoveieiinerene i 55

FIGURA 4. Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentracdes de 6— BenzilaminOPUIING..........cccveeeriiririeeiesie e 56

FIGURA 5. Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentragcdes de 6— BenzilaminOPUIING. .........coceiiriirieienie e 56



FIGURA 6. Numero de brotos de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentrag0es de 6— Benzilaminopuring...........c.cooeiiriiiiiniiieeee s 57

FIGURA 7. Comprimento da parte aérea de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)

em diferentes concentracdes de Acido naftalenoacético.............ovvvvvvveveveervereevereienenen, 58

FIGURA 8. Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em

diferentes concentracdes de &cido naftalenoacetiCo...........cevvevveviereienc e 59

FIGURA 9. Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentracdes de &cido NaftaleN0aCELICO.........cccucvieiiiieie e 59

FIGURA 10. Ndmero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentracdes de acido naftalen0acltiCo...........cccveveeiveviiiie s 60

FIGURA 11. Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes

concentracdes de &cido NaftalenoaCELiCO..........ccocvvveiiieeie e 61

FIGURA 12. Massa seca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em diferentes
concentragdes de 4cido Naftalen0aCEtiCo...........ccveveieii i 61



RESUMO

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. Propagacdo in vitro de barueiro
(dipteryx alata vog.). 2015. 66 p. TESE (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia)
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.?

O Cerrado é o segundo bioma em biodiversidade do Brasil, apresentando grande
endemismo vegetal. Nativo deste bioma, o barueiro (Dipteryx alata Vog. - Fabaceae), €
uma espécie economicamente importante, com mercado incipiente devido a escassez de
cultivos comerciais. Isto deixa notoria a necessidade de desenvolver e aperfeicoar
subsidios para a domesticacdo dessa espécie. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi
determinar as melhores condigdes para o estabelecimento, multiplicacdo, alongamento e
enraizamento in vitro do apice caulinar (AC) de mudas de D. alata cultivadas in vitro.
Para este fim, no estabelecimento dois meios de cultura (MS e WPM) em diferentes
concentracdes de sais (25, 50, 75 e 100%) foram analisados. Na multiplicacéo, foram
estudadas quatro concentragdes de 6- Benzilaminopurina (BAP) (0; 1; 2; 3e 4 mg.L 1) e
adicionado 0,25 mg L de &cido naftalenoacético (ANA). No alongamento e
enraizamento, que ocorrerem simultaneamente, utilizou-se quatro concentracées de ANA
(0; 1; 2; 3 e 4 mg.L?) juntamente com 0,5 mg L de AIB. Aos 120 dias ap6s inoculagéo,
com a excecdo de nuimero de brotos, avaliada apenas na etapa de multiplicacdo, as
caracteristicas avaliadas foram: Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz
(CP), massa fresca (MF), massa seca (MSC), diametro do caule (DC) e nimero de folhas
(NF). O meio MS na concentragéo original (100% de sais) se mostrou eficiente para o
estabelecimento in vitro do barueiro, resultando em maior comprimento da raiz de 27,65
cm e nimero de folhas por planta (26,00). Na multiplicacio, concentracéo de 4 mg L™
de BAP foi a mais satisfatoria. Entretanto, concentracfes acima podem potencializar a
multiplicacéo. E perceptivel a influéncia do ANA e AIB no alongamento e enraizamento
in vitro, com melhor CPA de 3,14 cm e CR 15,84 cm. Diante disto, é possivel afirmar
que o0 meio MS aumenta a possibilidade de sucesso do estabelecimento in vitro de apice
caulinar (AC) de Dipteryx alata. Concentracdes de ANA menores que 3 mg L* se
mostraram favoraveis para o desenvolvimento in vitro da espécies, caracteristicas
essenciais para o sucesso da climatizacao.

Palavras chave: Biotecnologia, cultivo in vitro, barueiro.

'Orientador: Berildo de Melo- UFU



ABSTRACT

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. In vitro propagation of Dipteryx alata
Vog. 2015. 66 p. Thesis (Doctorate in Agronomy/ Crop Sciences) Universidade Federal
de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

Savannah is the second biome in biodiversity in Brazil, presenting great
vegetation endemism. Dipteryx alata Vog. (Fabaceae), native from this biome, is an
economically important species, with an incipient market due to the lack of commercial
plantations. This highlights the need to develop and provide the basis for the
domestication of this species. Thus, this study determined the best conditions for in vitro
establishment, multiplication, elongation and rooting of stem tips of D. alata plantlets
grown vitro. Two culture media (MS and WPM) were evaluated in different salt
concentrations (25, 50, 75 and 100%) for plantlet establishment. Four concentrations of
6— Benzylaminopurine (BAP) (0, 1, 2, 3 and 4 mg L) amended with 0.25 mg L*
naphthalene-acetic acid (NAA) were studied for multiplication. Simultaneous elongation
and rooting were studied with four concentrations of NAA (0, 1, 2, 3 and 4 mg L?)
together with 0.5 mg L IBA. The variables analyzed were: shoot length (CPA), root
length (CP), fresh matter (MF), dry matter (MSC), stem diameter (DC) and number of
leaves (NF), 120 days after inoculation, with the exception of number of shoots, which
was evaluated in the multiplication stage only. The medium MS at the original salt
concentration (100%) was effective for the in vitro establishment of E. alata, resulting in
greater root length (27.65 cm) and number of leaves per plantlet (26.0). The concentration
of 4 mg L BAP was the best one for multiplication; however, greater concentrations can
boost multiplication. The effect of NAA and IBA were noticeable on in vitro elongation
and rooting, with best CPA (3.14 cm) and CR (15.84 cm). Therefore, it is possible to state
that the medium MS increases the success probability of in vitro establishment of stem
tips of Dipteryx alata. NAA concentrations below 3 mg L were favorable for in vitro
development of the species, with essential characteristics for acclimatization success|.

Keywords: Biotechnology, in vitro cultivation, barueiro.

'Orientador: Berildo de Melo- UFU



CAPITULO I

1. INTRODUCAO GERAL

Com o desenvolvimento de novas tecnologias e diversidade edafoclimaticas
associada, o Brasil, terceiro produtor mundial, possui expansdo na producéo de frutas e
rapidamente pode se tornr o maior produtor do setor. A despeito disto, entre janeiro e
maio de 2015, a producéo brasileira foi de 217 mil toneladas (MAPA, 2015). N&o distante
a fruticultura consome 27% da méo-de-obra agricola do agronegdcio brasileiro com area
cultivada superior a 2,2 milhdes de hectares (IBRAF, 2014). Dentre as fruteiras
cultivadas, destacam-se laranja, banana e abacaxi, que respondem por 67,0% da producéo
nacional (IBGE, 2014). Isto deflagra a relevancia do setor.

Por outro lado, existem especies nativas do Brasil que apresentam potencial
explorador. Na regido do Cerrado, 60 espécies de frutas nativas apresentam potencial
comercial, entretanto com uso local, muito pela necessidade de maiores pesquisas para a
insercdo destas fruteiras no mercado (FAO, 2014). Em se tratando de espécies nativas,
como as fruteiras do cerrado, sabe-se que a maior barreira é a propagacdo seminifera,
varias vezes dificultosa devido a heterogeneidade de maturagédo dos frutos e sementes, as
quais por vezes também apresentam algum tipo de dorméncia (FARIAS et al., 1991;
FERNANDES, 2007). Sendo assim, a aplicacdo da cultura de tecidos vegetais — uma
ferramenta da biotecnologia vegetal — pode contribuir para a domesticacéao e cultivo que
consequentemente viabiliza o comércio das espécies nativas com potencial frutifero. Esta
técnica biotecnoldgica conduz a multiplicacdo sistematizada de plantas; o intercambio de
material genético; o resgate de germoplasma; a preservacdo de material ameagado a
reducdo no tempo da formacdo de mudas, isentas de pragas e patdégenos (MELO, 2000;
GUBBUK; PEKMEZCI, 2004).

Apesar desta ferramenta ser de grande valia, sdo poucos os trabalhos realizados
com cultura de tecidos para fruteiras nativas do Cerrado (ALMEIDA, 2009). Na
contramao disto, o barueiro (Dipteryx alata VVog.), arvore (Figura 1a) tipica do bioma, €
estudado quanto as técnicas de cultura de tecidos vegetais, porem ainda de modo
incipiente (PINHAL, 2012). Esta espécie traz beneficios nutricionais, possibilitando
diversificacdo na dieta alimentar, e também apresenta potencial medicinal, ornamental,
madeireiro e industrial (ASTUA-MONGE et al.,2004; LAMEIRA et al., 2000), o que a

torna uma espécie com grande potencial de mercado.
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Dos poucos trabalhos dispostos na literatura sobre o barueiro, ha protocolos de
desinfestacdo e estabelecimento de sementes, inoculadas em meio MS (MAMEDES;
ARAUJO, 2010; PINHAL, 2012). Contudo, ndo se sabe qual o melhor tipo de explante
para o procedimento e, tampouco, se 0 meio de cultura MS €, de fato, 0 que garante
melhor condicBes de propagacdo da espécie. Assim, esta pesquisa busca dar maiores

subsidios para o cultivo in vitro do barueiro.

2. REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 Barueiro

O barueiro (Dipteryx alata) é uma espécie frutifera, nativa na regido do Cerrado,
que ocorre no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais.
Ha relatos de que esta espécie também pode ser encontrada na Bahia, Maranhdo, Par3,
Rond6nia, Piaui e Tocantins, além do norte de Sdo Paulo (CARRAZZA; AVILA, 2010;
PAGLIARINI et al., 2012). Leguminosae (Papilionoideae), € uma arbdrea que alcanca
até 25 metros de altura (Figura 1a), possui caule com diametro entre 40 e 70 cm e madeira
de cor clara, compacta, resistente a pragas e com alta durabilidade (SANO et al., 1999).
Por estas caracteristicas, € uma excelente fonte para construcdo de estruturas externas,
construcdo naval, civil, indastria moveleira e derivados de celulose (LORENZI, 1992;
DURIGAN et al., 2011). As folhas sdo compostas de 6 a 12 foliolos, alcancando até 12
cm de comprimento. Os frutos séo legumes de cor parda, com uma semente, quando
maduros apresentam queda espontanea, podendo nesse momento ser utilizados para
semeadura direta. (LORENZI, 2002; BOTEZELLI et al.,2001).

A espécie possui grande potencial econdmico, com diversas possibilidades de
utilizacdo no ambito alimenticio, forrageiro, silvicultural, silvipastoril, paisagistico e
reflorestamento de areas degradadas, sendo de grande importancia social, econdmica e
ecoldgica nas regides do Cerrado (SIQUEIRA et al., 1986; FONSECA et al., 1994;
MORENO et al., 2007). A améndoa (Figura 1d); (semente) contém aproximadamente
42% lipidios, 23% proteinas, 19% de fibra total e 7,28% de agUcares totais, potassio,
ferro e manganés, além de rica em acidos oléicos e linoleicos, possui alto valor energético,
cerca de 560 kcal 100 g%, o que a torna um produto apreciado e interessante para a dieta
de animais, humanos e outras espécies (TAKEMOTO et al., 2001; NEPOMUCENO,
2006; VERA; SOUZA, 2009). Em geral, é consumida torrada e tem sabor semelhante ao
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do amendoim. (TAKEMOTO et al., 2001). O dleo extraido delas é semelhante ao azeite
de oliva, com 81% de instauracdo, rico em 6émega 6 e 9; composto por &cido oléico
(44,53%), linoléico (31,7%), palmitico (7,16%) e estearico (5,33%), além da vitamina E
(13,62 mg100 g?') (TOGASHI, 1993; TAKEMOTO et al., 2001). Por estas
caracteristicas, o Oleo é usado na industria alimenticia e farmacéutica, como
antirreumatico, lubrificante para equipamentos, cosméticos e intermediarios quimicos
(ésteres, aminas e amidas) (VALLILO et al., 1990; TOGASHI, 1993; AVIDOS;
FERREIRA, 2003).

A polpa (Figura 1b) tem sabor adocicado e adstringente, sendo aproveitada na
preparacdo de diversas receitas como geléias, farinhas e licores, com alto teor de
carboidratos (63%) e valor calérico de 310 kcal a cada 100 g, € rica em potassio
(572 mg 100 g1), cobre (3,54 mg 100 g?) e ferro (5,35 mg 100 g!), destaca-se pelo
elevado teor de fibra insoltvel (28,2%) (TAKEMOTO et al., 2001). O alto valor nutritivo
impulsionou a comercializagcdo dos derivados dessa espécie, que ganhou espaco a ponto
de serem incluidos na complementacdo da merenda escolar (FERREIRA, 1998;
AVIDOS; FERREIRA, 2003).

q : o ,. e
b xR g S S

Figura 1: Arvore do barueiro (a); Polpa do baru (b); Fruto do barueiro (c); Améndoa do baru

(d).
O fruto (Figura 1c), por amadurecer na estacdo seca, alimenta varias espécies de
animais em época de escassez de alimentos no Cerrado. Por sofrer caducifélia e

apresentar folhas ricas em nitrogénio e calcio, o barueiro contribui para a ciclagem de
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nutriente, beneficiando espécies que possuem raizes menos profundas. Deste modo, é
classificado como espécie chave do Cerrado (RATTER et al., 2000; VERA; SOUZA,
2009), possuindo aptiddo para areas de reservas legais e de protecdo ambiental, além da
recuperacdo de areas degradadas (AGUIAR et al., 1992; SANO et al., 2004).

A biotecnologia vegetal contribui no avanco tecnoldgico das atividades
direcionadas ao desenvolvimento e transferéncia para o setor produtivo. Dentre as
contribuicdes, destacam-se as técnicas envolvendo cultura de tecidos (ASTUA-MONGE
et al.,2004), principal ferramenta para a producdo de mudas em larga escala, com
qualidade genética e fitossanitaria. Além disso, auxilia na reproducao e multiplica¢do de
materiais em programas de melhoramento genético. Para isto, € imprescindivel condi¢es
e técnicas adequadas, que possibilitem o desenvolvimento da planta in vitro, destacando-
se 0s meios nutritivos e explantes (ANDRADE, 2002).

Os poucos relatos acerca da micropropagacdo de Dipteryx alata sdo com
germinacdo de sementes in vitro, porém com resultados inconclusivos (MAMEDES;
ARAUJO, 2010; PINHAL, 2012). Além disto, trabalhos de biotecnologia vém sendo
feitos com espécies do mesmo género, como Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. e Dipteryx
oleifera Benth., o que pode fornecer informacdes valiosas (GOMEZ; ATEHORTUA,
2013). No entanto, o foco principal destes se da na producéo de células em suspenséo,
visando extrair substancia de interesses farmacoquimicos. Em ambas as situacdes, seja
producdo de mudas ou de células em suspensao, tém-se como gargalo a determinacéo do
meio nutritivo para a morfogénese in vitro do Dipteryx alata, considerado etapa

primordial para qualquer protocolo de micropropagacao.

2.2 Cultura de tecidos vegetais

O cultivo in vitro é uma alternativa para a producdo em larga escala, em curto
periodo de tempo, de mudas com qualidade. A técnica também auxilia a reproducdo e a
multiplicacdo de materiais em programas de melhoramento e conservacdo de recursos
genéticos. No aspecto de melhoramento, por exemplo, por vezes a técnica permite obter
plantas com caracteristicas desejaveis em periodo muito inferior ao dos processos

tradicionais (ANDRADE, 2002). A utilizacdo desses recursos biotecnoldgicos, como
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técnicas de cultura de tecidos vegetais, tem auxiliado na propagacao clonal de gendtipos
de vérias espécies lenhosas, como Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. (GUTIERREZ et
al., 2011), Caesalpinia echinata Lam. (ARAGAO et al., 2011), Plathymenia reticulata
Benth. (MOURA et al. 2012), Amburana acreana (Ducke) A.C.Sm. (FERMINO
JUNIOR ; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012), Amburana cearensis (Allem&o) A.C. Sm.
(CAMPOS et al., 2013) e Tapirira guianensis Aubl. (GUTIERREZ et al., 2013).
Contudo, esta técnica ainda é pouco utilizada para as espécies lenhosas do Cerrado.

Na micropropagacéo € realizado o cultivo de plantas ou partes destas, também
chamados de explantes, em meio de cultura e ambiente asséptico, controlando
temperatura, fotoperiodo, umidade e irradiancia de luz, em um local apropriado (sala de
crescimento); (ERIG et al., 2004; SCHERWINSKI PEREIRA, 2010). E um método de
propagacdo vegetativa amplamente estudado para diversas espécies vegetais, sendo a
modalidade mais difundida da cultura in vitro. Entre as vantagens da utilizacdo da
micropropagacéao se destacam a possibilidade de obtencdo de varias plantas a partir de
um explante inicial, independentemente da estacdo do ano; a reducdo do tempo e da area
necessaria a propagacao da espécie; as melhores condicdes sanitarias, por meio do cultivo
de meristemas para eliminacédo de pragas e doencas; e a reproducéo do genétipo da planta-
mae (ERIG et al., 2004).

Mesmo diante de tantos fatores positivos da micropropagacdo, pesquisas nesta
area com barueiro ainda sdo bastante escassas. Esta escassez se torna mais preocupante
ao se enfatizar que o desenvolvimento de trabalhos de cultivo in vitro permite o resgate
de germoplasma e a preservacdo de material ameacado; a reducdo no periodo de
germinacdo, com isencdo de pragas e doencas e a uniformizagdo do tamanho das plantas
obtidas, inclusive com completo enraizamento (KELLER et al., 2013). Contudo, a
primeira etapa desses estudos é o estabelecimento de protocolos eficientes para
propagacdo. Quando esta etapa é bem-sucedida, as demais sdo realizadas de maneira mais
eficiente (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998).

2.2.1 Desinfestacao

O cultivo in vitro se inicia com a desinfestagdo do explante, que é fundamental

para continuidade das etapas posteriores (o0 estabelecimento, determinado pelo
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desenvolvimento de primdrdios foliares; e, 0 alongamento e enraizamento) (ROCHA et
al., 2008; PINHAL et al., 2012). Cada etapa é realizada por meio de protocolos prévios,
estabelecidos para cada tipo de explante e espécie. A contamina¢do por microrganismos
é extremamente prejudicial para o cultivo in vitro, causando morte e/ou inviabilizando a
utilizacdo das plantas, isto pode ocorrer em todas as etapas deste tipo de cultivo,
enfatizando a necessidade do laboratério fornecer condi¢Bes ideais para prevencgdo e
controle destes microorganismos, o que é feito pelo uso de substancias especificas e
técnicas de cultivo (SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010).

No explante, a descontaminacdo e comumente realizada por meio do uso de
alcool concentrado a 70% da substancia pura e a solucgdo de hipoclorito de sédio a 3% da
solucdo comercial, mas a concentracdo depende do tipo de explante. Ademais, para
minimizar a contaminacdo, faz-se uso do cultivo em frascos que estejam lacrados e
esterilizados (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

Sabendo que ha peculiaridades especificas frente ao uso destas substancias
supracitadas, principalmente pela oxidacdo dos explantes, faz-se necessario a elaboracao
de protocolos para cada tipo de explante e de espécie (CID; ZIMMERMANN, 2006). O
hipoclorito de sddio € soluvel em &gua, portanto de facil remocéo, ndo deixando residuos.
Este produz eficiéncia na eliminacdo de fungos e bactérias, diminuindo infeccbes
(NASCIMENTO et al., 2007). Entretanto o uso deste produto depende do bindmio tempo
e concentracao, além do tipo e da idade dos explantes (ANDRADE, 2002).

2.2.2 Estabelecimento

Dos desafios no estabelecimento, a oxidacdo (escurecimento dos explantes
relacionado a liberagcdo de compostos fendlicos) € um dos mais frequentes no cultivo in
vitro (CARVALHO; VIDAL, 2003). Estes compostos podem ser liberados por zonas do
explante que sofreram cortes, o que dificulta a adaptacdo e o crescimento da planta. Tal
problema se agrava quando se trabalha com espécies lenhosas, que sdo ricas nesses
compostos, muito pela produgdo de lignina (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Para controle da oxidacdo ¢ comum a adigdo de compostos antioxidantes ao meio de
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cultivo, como o carvao ativado, a polivinilpirrolidona (PVP) e o &cido ascoérbico
(GALDIANO et al, 2012).

Apesar de ndo existir meio de cultivo padrdo, o meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) é largamente empregado, com algumas alteracGes, obtendo resultados
satisfatorios para varias espécies (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Altas
concentracdes de sais no meio MS podem inibir o desenvolvimento da planta in vitro,
mesmo na presenga de auxinas. Portanto, dilui¢Oes de sais tém possibilitado resultados
satisfatorios para muitas especies (GRATTAPAGLIA ;MACHADO, 1998). Para outras,
meios basicos, menos concentrados, como WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), podem
ser favoraveis (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998; PASQUAL, 2001). De modo
geral, o uso de meios menos concentrados tem permitido melhores resultados na

germinacdo, enraizamento e multiplicacéo de espécies frutiferas (SOUZA et al., 2013).

2.2.3 Multiplicacéo

Trabalhos com multiplicagdo in vitro demonstram haver necessidade de
adequacao de protocolos de micropropagacdo para a maximizacdo da multiplicacdo dos
explantes (COSTA et al., 2010), sobretudo no que se refere as concentra¢fes adequadas
de reguladores de crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Mesmo para as
espécies com protocolo de multiplicacéo in vitro estabelecido, muitas vezes é necessario
adequar o balanco hormonal do meio, pois o explante pode ter quantidades variaveis de
horménio. Dentre os reguladores vegetais, a citocinina é utilizada para a divisao celular.
O 6-Benzilaminopurina (BAP), citocinina, para induzir a formagdo de brotos in vitro
(ALVES etal., 1998; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Estimulam o crescimento
pela expansdo mais que pelo alongamento (STOYNOVA et al., 2004). Isto ocorre uma
vez que esta citocinina é capaz de promover a quebra da dominancia apical e da
dorméncia das gemas laterais culminando, assim, com a formacdo de novos brotos
(GEORGE, 1993; LUIS, 2008).
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2.2.4 Alongamento e Enraizamento

A rizogénese é uma das fases mais importantes da micropropagacdo, pois
determina indiretamente a sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacdo. Durante
esta fase € necessario que haja emissdo de raizes, base para a sustentacao e absorcao de
compostos inorganicos da planta (CALDAS et al., 1998; CUNHA, 2003).

Dentre os fatores determinantes na inducdo de raizes in vitro, destacam-se 0S
intrinsecos ao explante (niveis de auxina, juvenilidade da matriz e o gendtipo) e 0s
extrinsecos, relativos ao meio de cultura (presenca e concentracdo de reguladores de
crescimento, carboidratos, composi¢do mineral, poliaminas e substancias como carvéo
ativado e compostos fendlicos). Soma-se a estes, as condi¢cdes ambientais do ambiente de

crescimento em que as plantas in vitro se encontram (ROCHA et al., 2008).

O processo de formacéo de raizes, com forte influéncia dos niveis de auxina, se
da nos meristemas (primario e secundario) pelo estimulo da divisdo e alongamento celular
(FORD et al., 2014). A utilizacdo de elevadas concentracbes deste fitormdnio no meio
pode induzir a formagdo de calo na base dos explantes (ROGALSKI, 2003), o que é
indesejavel. Neste sentido, ha espécies que enraizam com facilidade e ndo necessitam da
presenca deste regulador, o que pode ser explicado pelos elevados niveis enddgenos desse
fitohormdnio (GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998).

Em contrapartida, além da presenca e da concentracdo de auxina no meio, o tempo
de exposicdo também é determinante para o desenvolvimento do enraizamento in vitro
(NEGASH, 2000; BOSA, 2003). Métodos que empregam altas concentracdes de auxina
por reduzido periodo, com posterior transferéncia das plantas para meio livre de regulador
de crescimento, pode promover o enraizamento (HOVARTH, 2001).

Além das auxinas, as concentracdes de carboidratos (sacarose) adicionados ao
meio de cultura influenciam na percentagem de enraizamento e multiplicagéo in vitro.
Para porta enxerto de pereira, verificou-se que a maior percentagem de enraizamento foi
obtida com 20 g L* de sacarose; entretanto foi a concentragdo de 30 g L™ que promoveu
maior comprimento de raizes (LEITE et al., 2000). Santana (2003), estudando o
enraizamento in vitro em brotacdes e estacas de Araticum do brejo (Annona glabra L.),

verificou que os maiores percentuais em meio de cultura com 20 g L de sacarose. Por
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fim, altas taxas de enraizamento (100%) foram relatadas para Passiflora edulis f.
flavicarpa em meio de MS com 30 g L* de sacarose (LEITE et al., 2000) .

A concentragdo de sacarose afeta a assimilagdo de nutrientes e o efeito de
reguladores de crescimento. Além disso, influencia a producéo de metabdlitos de defesa
e de grande importancia nos processos metabolitos e na composicdo da parede celular
(KUBO, 2005). Por outro lado, a aclimatiza¢do para algumas espécies tem demostrado
efeito positivo. Maior teor de sacarose no meio de cultivo corresponde a maior
concentracdo de carboidratos no tecido foliar. Em consequéncia, as folhas tém capacidade
de permanecer mais tempo na planta (CALVETE, 2002). O aumento na concentragéo de
sacarose do meio de 3% para 5% promoveu aumento de massa em folhas de rosa
micropropagadas sob condi¢des heterotrotoficas ou mixotroficas (ALVES et al.,1998).
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CAPITULO I

MEIOS DE CULTIVO NO DESENVOLTIMENTO IN VITRO DE
BARUEIRO (Dipteryx alata Vog.)

RESUMO

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. Meios de cultivo no desenvolvimento in
vitro de barueiro (Dipteryx alata VVog.). 2015. 66 p. TESE (Doutorado em Agronomia/
Fitotecnia) Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

O Cerrado é o segundo bioma em biodiversidade do Brasil, apresentando grande
endemismo vegetal. Nativo deste bioma, o barueiro (Dipteryx alata Vog.), da familia
Fabaceae, & uma espécie com mercado garantido, mas com baixo numero de cultivos. Por
isto, para atender as necessidades crescentes de consumo dessa espécie, torna-se
necessario aperfeicoar e desenvolver subsidios para sua domesticagdo. Estas divergéncias
demonstram o motivo da busca constante por alternativas de meios e/ou adequacdes que
se prestam ao cultivo in vitro de diferentes espécies vegetais. Face ao exposto, 0 objetivo
deste trabalho foi determinar concentracdes de sais e meios de cultura para a germinacéo
e desenvolvimento inicial de apice caulinar (AC) de mudas de Dipteryx alata, proveniente
de plantas cultivadas in vitro. Para tanto, foram avaliados dois meios de cultura (MS e
WPM) nas concentragdes de sais de 25, 50, 75 e 100%. As caracteristicas avaliadas aos
120 dias foram, comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CP), massa
fresca (MF), massa seca (MSC), diametro do caule (DC) e nimero de folhas (NF). O meio
MS, em sua concentracdo original, € promissor para o estabelecimento in vitro do
barueiro, resultando em maior comprimento da raiz (27,65 cm) e nimero de folhas por
planta (26 folhas), caracteristicas que sinalizam o sucesso do estabelecimento in vitro.
Assim, 0 meio MS pleno é mais indicado para o estabelecimento in vitro de apice caulinar
(AC) de Dipteryx alata.

Palavras chave: cultura de tecidos, concentracGes de sais, meio de cultura.

10rientador: Berildo de Melo- UFU
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ABSTRACT

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. Cultivation media on Dipteryx alata
Vog. in vitro development. 2015. 66 p. Thesis (Doctorate in Agronomy / Crop Science)
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.?

The savannah is the second most important ecosystem for biodiversity in Brazil,
presenting great vegetation endemism. Native in this biome, Dipteryx alata VVog., from
the Fabaceae, is a species with assured market, but with a small number of growing areas.
Therefore, in order to meet the increasing consumption needs for this species, it is
mandatory to improve and develop protocols for its domestication. These divergences
demonstrate the reason for the constant search for alternative media and, or, adaptations
for in vitro cultivation of different plant species. Thus, this study determined salt
concentration and culture media for germination and initial development of shoots of
Dipteryx alata plantlets, from in vitro cultivated plants. Two culture media (MS and
WPM) were evaluated in the salt concentrations of 25, 50, 75 or 100%. As The
characteristics evaluated 120 days after transfer were shoot length, root length, fresh
weight, dry matter, stem diameter and number of leaves. The medium MS, in its original
concentration, is promising for in vitro establishment of Dipteryx alata, resulting in
greater root length (27.65 cm) and number of leaves per plant (26 leaves), characteristics
that indicate success in in vitro establishment. Thus, full strength MS is the most indicated
for in vitro establishment Dipteryx alata stem shoots.

Keywords: Tissue culture, salt concentration, culture medium.

10rientador: Berildo de Melo- UFU
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo bioma em biodiversidade do Brasil, apresentando grande
endemismo vegetal (AQUINO et al., 2009; FAO, 2014). Nativo deste bioma, o barueiro
(Dipteryx alata VVog.), pertencente a familia Fabaceae, € uma espécie economicamente
promissora, com multiplos usos, como o aproveitamento da madeira, dos frutos e das
sementes (RATTER et al. 2000; DURIGAN et al., 2011).

Indubitavelmente, esta espécie tem grande potencial na fruticultura, visto a baixa
exigéncia de cultivo, contrapondo a grande qualidade do fruto produzido, o qual mostra
mercado consumidor vertiginoso. Para atender as necessidades crescentes de consumo,
torna-se necessario aperfeicoar e, a0 mesmo tempo, desenvolver subsidios para a
domesticacdo da espécie (HERINGER, 1978). Pensando nisto, a biotecnologia pode ser
um grande aliado da agricultura e do ambiente (PEREIRA; PASQUALETO, 2011).

Estudos de técnicas de cultivo in vitro com barueiro sdo incipientes. Os poucos
relatos acerca da micropropagacéo de Dipteryx alata s&o com germinacao de sementes in
vitro, porém com resultados inconclusivos (MAMEDES; ARAUJO, 2010; PINHAL,
2012). Além disto, trabalhos de biotecnologia vém sendo feitos com espécies do mesmo
género, como D. odorata (Aubl.) Willd. e D. oleifera Benth., o que pode fornecer
informacdes valiosas (GOMEZ; ATEHORTUA, 2013). No entanto, o foco principal
destes se da na producéo de células em suspensdo, visando extrair substancia de interesses
farmacoquimicos (GOMEZ; ATEHORTUA, 2013). Em ambas as situacdes, seja
producdo de mudas ou de células em suspenséo, tém-se como gargalo a determinacédo do
meio nutritivo para o desenvolvimento in vitro do Dipteryx alata, considerado etapa

primordial para qualquer protocolo de micropropagacao.

Os meios de cultivo fornecem aos explantes substancias essenciais para o
crescimento in vitro, todavia a resposta pode ser diferenciada. Esta resposta se baseia na
interacdo dos explantes (com diferentes componentes minerais e concentracfes de
fitormbnios) com os elementos presentes no meio. O meio Murashige e Skoog - MS
(MURASHIGE ; SKOOG, 1962; GRATTAPAGLIA ; MACHADO, 1998), formulado
para o cultivo in vitro de células de tabaco (Nicotiana sp), é eficiente para a maioria das
especies vegetais herbaceas; no entanto, espécies mais lenhosas frequentemente néo sdo
responsivas a composicdo original deste meio. Para o cultivo dessas espécies,
modificagdes, como a redugdo do teor de macronutrientes, apresentam melhor
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desempenho. Isto porque a concentracdo de sais ou outros compostos osmoticamente
ativos no meio nutritivo pode ser o fator responséavel pela adequada ativacdo de rotas
metabdlicas que culminam no processo germinativo e, consequentemente, no
desenvolvimento das plantulas (PASQUAL, 2001).

Em contrapartida, a substituicdo do meio MS pleno pelo meio Woody Plant
Medium - WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), com composicdo mais diluida em
nutrientes e originalmente formulado para espécies lenhosas (MELO et al., 1998),
também pode ser uma opcdo viavel. A exemplo, resultados positivos com o uso do meio
WPM, em detrimento ao MS, na micropropagacdo foram observados com algumas
espécies lenhosas savanicas, como Eugenia involucrata O. Berge (ANIS et al., 2010;
GOLLE et al., 2012). De acordo com Pasqual (2001), o meio WPM, quando comparado
ao meio MS, possui 25% a mais da concentracdo de ions nitrato e amonia, no entanto,
apresenta mais potéssio e elevado nivel de ions sulfato. Estas divergéncias demonstram o
motivo da busca constante por alternativas de meios e/ou adequacfes de meios que se
prestam ao cultivo in vitro de diferentes espécies vegetais. Face ao exposto, o objetivo
deste trabalho foi determinar as melhores condices para a germinacdo e
desenvolvimento inicial de &pice caulinar (AC) de mudas de D. alata, proveniente do

cultivo in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e beneficiamento dos frutos e sementes

Os frutos de barueiro (Dipteryx alata) foram coletados em arvores, situadas na
Fazenda Agua Limpa, localizada na Rodovia MG-455, Km 18, Uberlandia -MG. O
critério para coleta destes frutos foi estagio de maturacdo completo. Apds a coleta, os
frutos foram levados ao Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal de

Uberlandia para processamento e extracdo das sementes.
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A extracdo das sementes foi feita com o uso de maquina com propulsdo mecanica
para corte (Figura 1). As sementes danificadas pelo corte, consumidas por insetos e

aparentemente mal formadas foram descartadas.

Figura 1: Méaquina de propulsdo mecénica para corte de frutos de barueiro (Foto:
Laboratorio de sementes , UFU).

2.2 Producéo das mudas in vitro

As sementes extraidas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos em
alcool 70% de pureza (v v'!) durante dois minutos e posteriormente, foram submetidas a
uma solucdo de hipoclorito de sédio 2% de cloro ativo (v v!) sob agitacdo, por 30
minutos. Ao término deste processo, na camara de fluxo laminar, as sementes passaram
por triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada. Apds o processo de assepsia,

descartou-se as sementes visivelmente embebidas.

Apbs o processamento, as sementes foram inoculadas em frasco de vidro
(150 mL), preenchidos com 50 mL de meio MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962). Este

meio foi suplementado com 0,4 mg L* de tiamina; 1 mg L"* de piridoxina; 0,5 mg Lt de
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acido nicotinico; 100 mg L de mio-inositol e 0,5 g L™ de caseina hidrolizada (TABAI,
1992), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 3g L™ de carvéo ativado e 8 g L™ de agar. O pH
foi ajustado para 5,7.

Estes meios foram autoclavados a 121°C, durante 20 minutos. Antes e durante a
inoculagéo, todos os instrumentos foram flambados para esterilizagdo. Na camara de
fluxo laminar, submetida a desinfestagio com alcool 70% de pureza (v v!) e radiacéo

ultravioleta (15 minutos), para prevenir contaminacoes.

A germinagdo e o desenvolvimento das plantas ocorreram em sala de crescimento,
a 25 + 1 °C e fotoperiodo de16 horas, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias
com radiacdo fotossitéticamente ativa (PAR) de 25 pmol m? st Ap6s 60 dias da
inoculacdo, as plantas foram hierarquizadas quanto ao desenvolvimento e as que
apresentavam partes aéreas e radiculares bem formadas foram consideradas aptas,
formando as plantas fornecedoras de explantes (apice caulinar - AC) para a conducao do

experimento.

2.3 Desenvolvimento in vitro de barueiro

A repicagem ocorreu em condi¢Bes similares as da inoculacdo e o
estabelecimento em condic¢des similares ao do desenvolvimento das plantulas oriundas
das sementes. Entretanto, usou-se os meios de cultura — MS (MURASHIGE ; SKOOG,
1962) e WPM (LLOYD ; MCCOWN, 1981) nas concentragdes de sais de 25, 50; 75 e
100% (Tabela 1), que correspondiam aos tratamentos. Os meios foram suplementados

com 8 g L de 4gar e o pH ajustado antes da autoclavagem para 5,7 (TABAI, 1992).

2.4 Caracteristicas analisadas

O desenvolvimento das plantas foi acompanhado por 120 dias. Ao final foram
avaliados o comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR), o diametro do caule
(DIA), o nimero de folhas (NF), a massa fresca (MF) e seca (MSC) das plantas

desenvolvidas.
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2.5 Delineamento experimental

As parcelas, em um total de cinco por tratamento, foram compostas por 10
frascos, cada um com dois explantes de AC. O delineamento utilizado foi o inteiramente

casualizado.

Tabela 1.Meios de cultura MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962) e WPM (Woody Plant
Medium) (LLOYD ; MCCOWN, 1981) e concentracOes de sais utilizados
para o desenvolvimento in vitro de barueiros (Dypterixy alata Vog.)

Tratamentos Meio de Cultura Concentracdo dos sais(%)
T1 MS 25
T2 MS 50
T3 MS 75
T4 MS 100
T5 WPM 25
T6 WPM 50
T7 WPM 75
T8 WPM 100

Para todas as caracteristicas, procedeu-se a checagem, a 0,01 de significancia, das
pressuposicdes de normalidade dos residuos e de homogeneidade de variancias, pelos
testes de Komogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. A transformacdo dos dados
foi realizada quando ao menos uma das pressuposic¢des ndo foi atendida. Em seguida, fez-
se novamente a checagem das pressuposigoes.

Quando todas as pressuposicdes foram atendidas, fez-se uso da ANOVA (F de
Snedecor). A comparacdo das médias para sais foi realizada pelo teste de Tukey e para as
concentracdes dos sais determinou modelos de a regressdao. Em ambos 0s casos, a
significancia foi de 0,05. Os modelos de regressao, linear ou quadratico, foram escolhidos

em virtude da significancia, dispersao dos pontos e do coeficiente de determinacao (R?).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento in vitro do barueiro é determinado pela concentracdo salina
quanto pelo tipo de meio. Do mesmo modo, o efeito deste meio em cada parte da planta
¢ distinto. A saber, diametro do caule (DC) apresenta melhor desenvolvimento

dependendo da concentragédo salina e tipo do meio (Tabela 2).
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Tabela 2- Didmetro do caule (DC) de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)
cultivadas em meios MS e WPM, avaliadas aos 120 dias apds inoculacao.

Diametro do caule (mm)

Concentragéo
Meio 25 50 75 100
MS 0,87b 1,89 a 1,88 a 2,16 b
WPM 154 a 1,88 a 2,06 a 3,48 b

1 Médias seguidas por letras distintas dentro da mesma caracteristica diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia. 2 Valores em negritos indicam variancia homogénea e residuos com distribuigdo normal pelos testes de
Levene d Shapiro- Wilk, respectivamente; ambos a 0,05 de significancia.

Em geral, o meio WPM resultou em um maior desenvolvimento do caule,
possivelmente devido o meio MS em doses menores (DC 25% = 0,87 cm) terem restricdo
de algum nutriente e dose maiores (DC 100% = 2,16 cm) causar fitotoxidez. E
interessante salientar que nas doses intermediarias o diametro do caule ndo diferiu para
ambos 0s meios de cultura estando proximo a 2,0 mm. O comprimento da maior raiz
(CR), comprimento da parte aérea (CPA), além do ndmero de folhas (NF), massa fresca
(MF) e massa seca (MSC) desta espécie, por sua vez, ndo sdo influenciados por esta
interacdo (Tabela 3).

Tabela 3- Comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR), numero de folhas

(NF), massa fresca (MF) e massa seca (MSC) de plantas de barueiro (Dipteryx alata VVog.)
cultivadas em meios MS e WPM, avaliadas aos 120 dias apds inoculacao.

Meio  Comprimento parte  Comprimento raiz  Massa seca Massa NUmero de

aérea (cm) (cm) (9) fresca (g) folhas
MS 555a 27,65a 0,92 a 2,87 a 26,00 a
WPM 6,50 a 23,30 b 0,85a 2,35b 21,15b

1 Médias seguidas por letras distintas dentro da mesma caracteristica diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia. 2 Valores em negritos indicam variancia homogénea e residuos com distribuigdo normal pelos testes de
Levene d Shapiro- Wilk, respectivamente; ambos a 0,05 de significancia.

O meio MS favoreceu o desenvolvimento da raiz (CR), a qual culminou
possivelmente em melhor absorcdo nutriente, resultando em maior desenvolvimento da
planta (NF = 26 e MF= 2,35). A Unica caracteristica incrementada pelo meio WPM foi o
diametro do caule (tabela 3). Contraditoriamente ao observado para a massa fresca (MF),
a massa seca (MSC) e comprimento da parte aérea (CPA) ndo sdo influenciadas pelo tipo
de meio. E importante ressaltar que durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais que
compdem os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e na morfogénese por meio de propriedades osmaticas
(GEORGE, 1996; MALDANER et al., 2006). Neste sentido, a pressdo osmatica elevada
limita a absorcao de agua, sendo que a diluicdo aumenta a disponibilidade hidrica e reduz

aoxigenacgédo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Fato que pode ter influenciado no desenvolvimento
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do caule das plantas de barueiro, uma vez que estas apresentaram resultados positivo em

meio WPM, que apresenta baixa concentracdo de sais em comparagdo ao MS.

O diametro do caule (DC) apresentou efeitos lineares com incremento de 0,0154
e 0,024 mm a cada 1% de suplementagéo da concentragéo de sais em meio MS e WPM
respectivamente (Figura 2). E importante ressaltar que estes resultados sdo altamente
representativos deste comportamento, visto o bom ajuste dos dados ao modelo
(R? =76,18% em MS e R? =82,21% em meio WPM).

4 -
T35 7 WPM =0,0024x+0,74 N
£ 3 R2=82,21%
S 25 -
8 *
o 2 -
= *MS
£15- - _
2 MS =0,0154x+0,74 EWPM
«T ) ‘
85 - R2=76,18%

0 T T T 1

0 25 50 75 100
ConcentragOes dos sais (%)

Figura 2: Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.)
em diferentes concentracdes de meio MS e WPM.

Para NF o comportamento foi semelhante, tanto no meio MS quanto para o WPM,
com incremento lineares de 0,3136 e 0,2648 cm a cada unidade de aumento da
concentracdo, respectivamente (Figura 3). O meio MS ainda na concentracdo de 25%
apresenta superior a0 WPM e essa relacdo se manteve com o aumento da dose,
possivelmente por limitagdo a algum nutriente em sua constituicdo. Para Dipteryx alata
sabe-se que a adi¢do dos macronutrientes é significativa no crescimento, aumentando o
crescimento em didmetro, nimero de folhas, area foliar, producdo de massa seca das
folhas, caule e raizes (MELO et al, 1998).
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Figura 3: Numero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentracdes de meio MS e WPM.

A MF teve incrementos lineares, com bom ajuste (R? > 90%). A cada aumento de
uma unidade da concentragao dos sais, houve o incremento de 0,0379 cm em meio MS e
0,0334 cm em meio WPM. (Figura 4).
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Figura 4: Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata VVog.) em
diferentes concentragdes de meio MS e WPM.

A MSC também teve incremento linear, com bom ajuste (R? > 80%; Figura 5). A
cada aumento de uma unidade da concentracdo dos sais, houve o incremento de 0,0066 e
0,0059 cm em meio MS e WPM respectivamente (Figura 5). Os resultados apresentados

demonstram que o barueiro € uma espécie lenhosa responsiva a grande concentracao

41



ionica do meio de cultivo. E sabido que o fornecimento exdgeno de hidratos de carbono
é importante para o crescimento e desenvolvimento in vitro, uma vez que fornece &tomos
de carbono que serdo utilizados na respiracdo e que sdo precursores para a sintese de
compostos estruturais e funcionais (CALDAS et al 1998;. THORPE et al . 2008).
Nutrientes como um todo, principalmente do Zn e N que atuam diretamente no
metabolismo de crescimento da planta, favorecem tanto o alongamento como também no
desenvolvimento de folhas (YIN et al., 2003).
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Figura 5: Massa seca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentragdes de meio MS e WPM.

Com bom ajuste (R? > 90%; Figura 6) o comprimento da maior raiz (CR) também
teve incrementos lineares. A cada aumento de uma unidade da concentracdo dos sais,
houve o incremento de 0,344 cm em meio MS e 0,0322 cm em meio WPM. (Figura 6).
Isso converge para a producdo de mudas com doses maiores de sais, pois vale ressaltar
que o barueiro é uma espécie oriunda do Cerrado, regido com chuvas escassas. Além
disto, esta espécie tem preferéncia por locais com solos bem drenados de textura argilosa
e muito argilosa (VERA; SOUZA, 2009). Ainda sobre a ocorréncia da espécie, ela
predomina em areas do cerrado cujos solos apresentam média fertilidade (SANO et al,
2004). A baixa disponibilidade de agua, nutrientes e a acidez dos solos desta regido sdo
fatores limitantes para o estabelecimento de espécies. 1sso sustenta a teoria da necessidade
de um sistema radicular bem formado para a manutencio da planta a longo do tempo. E

interessante reportar que esta espécie é nativa do Cerrado, ambiente de solos distroficos,
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saturados em aluminio e com pH muito baixo, que passa por periodos de estiagem
severos. Por isto, as espécies oriundas deste bioma estdo adaptadas a restri¢do hidrica,
que é obtida em meios com elevada concentracdo de sais. Isto explica porque, muitas
espeécies lenhosas, sdo tdo responsivas ao incremento da concentracdo de sais no meio.

Fato que confirma resultados aqui encontrados.
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Figura 6: Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx
alata VVog.) em diferentes concentracdes de meio MS e WPM.

Sabe-se que em geral quanto maior desenvolvimento dos sistemas radicular, maior
desenvolvimento vegetativo, em virtude da maior interceptacéo de nutriente. Fato obtido
neste trabalho, com os incrementos também lineares do comprimento da parte aérea
(CPA). Ressalta-se que a cada aumento de uma unidade da concentracdo dos sais, houve
o0 incremento de 0,0536 cm em meio MS (Figura 7), todavia os dados foram dispersos
(R2=62,92) em meio WPM. Quanto o meio MS, nenhuma regressdo de modelo linear ou

quadratica se adequou aos dados, apresentando apenas a dispersao dos pontos (Figura 7).
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Figura 7: Comprimento da parte aérea de barueiro (Dipteryx alata VVog.)

em diferentes concentracdes de meio MS e WPM.

Plantulas de barueiro oriundas de apices caulinares aos 120 dias apresentam 27,65

cm no comprimento da raiz e 26,0 folhas por planta, caracteristicas que sinalizam o

sucesso do estabelecimento in vitro.

4. CONCLUSAO

O meio MS pleno é mais indicado para o estabelecimento in vitro de apice caulinar

(AC) de Dipteryx alata.
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CAPITULO Il
ORGANOGENESE IN VITRO DE BARUEIRO (Dipteryx alata \VVog.)

RESUMO

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. Organogénese in vitro de barueiro
(dipteryx alata vog.). 2015. 66 p. TESE (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia)
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.?

Dentre as espécies nativas do Cerrado, o barueiro (Dipteryx alata VVog.) é sem duvidas a
com mercado mais solidificado. Contudo, a maior parte dos produtos desta espécie advém
da exploracdo predatoria, muitas vezes, realizadas pela populagdo local como fonte de
renda complementar. Esta problematica alerta para a necessidade de proporcionar vias de
maximizacao de cultivos desta espécie. Face ao exposto e em razdo do desempenho de
plantas de barueiro in vitro ainda ser pouco explorado, faz-se necessarios estudos que
subsidiem protocolos de desenvolvimento desta espécie. Assim, o proposito da
investigacdo foi determinar o efeito da concentracdo de reguladores de crescimento na
multiplicacdo, alongamento e enraizamento in vitro de barueiro. Na multiplicacéo, foram
estudadas quatro concentragdes de 6- Benzilaminopurina (BAP) (0; 1; 2; 3e 4 mg.L 1) e
adicionado 0,25 mg L de acido naftalenoacético (ANA), (concentragéo fixa de auxina
determinada por pré-testes). No alongamento e enraizamento, que ocorrerem
simultaneamente, utilizou-se quatro concentracdes de ANA (0; 1; 2; 3 e 4 mg.L?)
juntamente com 0,5 mg L de AIB. Ap6s 120 dias, realizou-se a avaliagdo do
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa fresca (MF), massa
seca (MSC), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF) e nimero de brotos (NB).
A concentracdo de 4 mg L de BAP foi a mais satisfatoria. Entretanto, concentracdes
acima podem potencializar a multiplicacdo de barueiro. E perceptivel a influéncia do
ANA e AIB no alongamento e enraizamento in vitro das plantas de barueiro, com melhor
CPA de 3,14 cm e CR 15,84 cm. Concentragdes de ANA menores que 3 mg L™ se
mostraram favoraveis para o desenvolvimento in vitro da espécies, caracteristicas
essenciais para o sucesso da climatizacao.

Palavras chave: cultura de tecidos, reguladores, meio de cultura.

10Orientador: Berildo de Melo- UFU
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ABSTRACT

ARARUNA, ELEQUISANDRA DA COSTA. Dipteryx alata Vog. in vitro
organogenesis. 2015. 66 p. Thesis (Doctorate in Agronomy / Crop Science) Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.!

Among the native species from the Brazilian savannah, Dipteryx alata VVog., undoubtedly
is the one with the most certain market. However, most products from this species come
from predatory extractivism, oftentimes done by local communities in search of
supplementary income. This problem brings to light the need to optimize cultivation of
this species. This and the lack of knowledge about D. alata in vitro performance, demand
for studies on protocols for this important species. Therefore, this study determined the
effect of growth regulator concentration on in vitro multiplication, elongation and rooting
of D. alata. Four concentrations of BAP (0, 1, 2, 3 or 4 mg L), amended with ANA at
0.25 mg L%, (fixed auxin concentration determined in preliminary tests) were evaluated.
Simultaneous elongation and rooting was evaluated with ANA at 0, 1, 2, 3 or 4 mg L%,
amended with AIB at 0.5 mg L. Shoot length, root length, fresh matter, dry matter, stem
diameter, number of leaves and number of sprouts were determined after 120 days. The
concentration of 4 mg L™t BAP was the best one; however, greater concentrations can
boost D. alata multiplication. The effect of ANA and AIB were visible on D. alata in
vitro elongation and rooting, with the best shoot length of 3.14 cm and root length 15.84
cm. Concentrations of ANA below 3 mg L™ were favorable for in vitro development of
species, which are essential for climatization success.

Keywords: tissue culture, growth regulators, culture media.

1 Supervisor: Berildo de Melo- UFU

48



1. INTRODUCAO

A micropropagacdo € a técnica de cultura de tecidos com resultados mais
concretos e, por isto, é utilizada para obtencdo de plantas sadias e em larga escala
(GRATTAGLIA ; MACHADO, 1998). Engloba diferentes etapas, que incluem o

estabelecimento, a multiplicacdo, o alongamento e o enraizamento de plantas.

Diversas classes de reguladores vegetais sdao empregadas nessas etapas, sendo
adicionados ao meio para direcionar os processos de desenvolvimento e indugao da planta
in vitro (MERCIER, 2012). Os reguladores mais utilizados sdo auxinas e citocininas, em
forma sintética. Destes, acido naftalenoacético (ANA) e o &cido indolbutirico (AIB)
fazem parte do grupo de auxinas comumente utilizadas nas técnicas de alongamento e
enraizamento (MERCIER 2012); enquanto 6-Benzilaminopurina (BAP) é a citocinina
que apresenta melhores resultados na multiplicagcéo de brotos (GONCALVES, 2002).

O ANA e 0 AIB, como sdo auxinas, atuam na expansao e no alongamento celular,
promovendo modificacdes plasticas na parede celular vegetal durante o processo de
divisdo e aumentando a extensibilidade da célula (KRIKORIAN, 1991). Assim, sdo
essenciais para o cultivo de plantas. Essas auxinas também podem estimular varias
respostas fisioldgicas quando utilizadas na inducdo de raizes, folhas, gemas axilares ou
apicais, embrides e calos (CID; ZIMMERMANN, 2010; MERCIER, 2012;
GRATTAGLIA ; MACHADO, 1998). No entanto, Salisbury e Ross (2006) ressaltaram
que o AIB é usado para induzir a formacéo de raizes com mais frequéncia que o ANA ou
outra auxina, pois € rapidamente metabolizado especialmente nas fases finais da formacéo
da raiz. Nessa fase € necessario que haja maior alongamento e emissao de raizes para que
ocorra a absorcdo de agua e sais minerais (CUNHA, 2003), culminando com a
aclimatizacdo das microplantas. O BAP, por sua vez, estimula o crescimento pela
expansdo mais que alongamento, sendo capaz de promover a quebra da dominancia apical
e da dorméncia das gemas laterais, culminando na formacéo de novos brotos (GEORGE,
1993; STOYNOVA, 2004).

O sucesso desses reguladores depende do balanco entre as concentragdes, das
interacdes endogenas e exdgenas do explante e da espéecie (PIERIK, 1997). A relacéo
auxina/citocinina pode ser sinérgica ou antagonica na regulacao de varios processos de

desenvolvimento, como a formacgdo e o alongamento apical e radicular, aléem do
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desenvolvimento de raizes laterais e abscisao foliar (MUDAY et al., 2012). As auxinas,
em pequenas concentragdes, tambem tém sido relacionadas a varios outros processos de
desenvolvimento vegetal, como o desenvolvimento inicial de brotos (MULLER;
LEYSER, 2011), desenvolvimento do tecido meristematico (SU et al., 2011) e o controle
do metabolismo vegetal (PERNISOVA et al., 2011). Segundo Rahman (2013), auxinas
desempenham papel central e interage com varios hormonios na regulacdo, crescimento

e desenvolvimento das plantas.

Face ao exposto e em razdo do desempenho de plantas de barueiro in vitro ainda
ser pouco explorado, faz-se necessarios estudos que subsidiem protocolos de
desenvolvimento desta espécie. Assim, o propdsito da investigacdo foi determinar o efeito
da concentracdo de reguladores de crescimento na multiplicacdo, alongamento e

enraizamento in vitro de barueiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e beneficiamento dos frutos e sementes

Os frutos dos barueiros (Dipteryx alata) foram coletados de arvores, situada na
Fazenda Agua Limpa, localizada na Rodovia MG-455, Km 18, Uberlandia ~MG. Estes
frutos apresentavam estagio de maturacdo completa e foram recolhidos do chdo para
processamento no laboratério de biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia.
A extracdo das sementes foi feita com o uso de uma méaquina de propulsdo mecénica para
corte (Figura 1, CAPITULO I1I). As sementes danificadas pelo corte, consumidas por

insetos e aparentemente mal formadas foram descartadas.

As sementes extraidas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos, seguida
de imersdo em alcool 70% de pureza (v v1), durante dois minutos. Posteriormente, foram
submetidas a uma solugéo de hipoclorito de sodio 2% de cloro ativo (v v!) sob agitacéo,
por 30 minutos. Ao término deste processo, na camara de fluxo laminar, as sementes
passaram por triplice lavagem em agua destilada autoclavada. Apds o processo de

assepsia, descartou-se as sementes visivelmente embebidas.
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O material asséptico foi inoculado em frascos de vidro (150 mL), preenchidos
com 50 mL de meio MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962). Este meio foi suplementado
com 0,4 mg L de tiamina; 1 mg L* de piridoxina; 0,5 mg L™ de écido nicotinico; 100
mg L de mio-inositol e 0,5 g L™ de caseina hidrolizada (TABAI, 1992), acrescido de 30

g L de sacarose, 3g L™ de carvio ativado e 8 g L™* de 4gar. O pH foi ajustado para 5,7.

Estes meios foram autoclavados & 121°C, durante 20 minutos. Antes e durante a
inoculacdo, todos os instrumentos foram flambados para esterilizacdo. Na camara de
fluxo laminar, submetida a desinfestagio com alcool 70% de pureza (v v!) e radiacéo

ultravioleta (15 minutos), para minimizar contaminagoes.

A germinacdo e o desenvolvimento das plantas ocorreram em sala de crescimento,
a 25 + 1 °C e fotoperiodo del16 horas, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias
com radiacdo fotossiteticamente ativa (PAR) de 25 pumol m2 s, Apos 60 dias da
inoculacdo, as plantas foram hierarquizadas quanto ao desenvolvimento e as que
apresentavam partes aéreas e radiculares bem formadas foram consideradas aptas,
formando o banco de germoplasma fornecedor de explantes (apice caulinar - AC) para a

condugdo do experimento.

2.2 Organogénese in vitro de barueiro

A repicagem ocorreu em condi¢fes similares ao da inoculagédo; enquanto a
multiplicacdo e alongamento, em condigdes similares ao do desenvolvimento das
plantulas oriundas das sementes. Em todos os tratamentos, usou-se 0 meio de cultura —
MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962), suplementados com 8 g L™ de agar, com pH
ajustado para 5,7 antes da autoclavagem (TABAI, 1992).

Pré-testes foram realizados para determinar a eficacia do contrabalancear de tipos
de auxina nas etapas de multiplicacdo e alongamento e enraizamento in vitro das plantas
de baru. Nestes ensaios, constatou-se que a fixacdo de doses de auxina (ANA na etapa de
multiplicacdo e AIB na de alongamento e enraizamento) era necessario para a
maximizacdo de desenvolvimento da espécie. Por isto, na multiplicacdo, os tratamentos
consistiram em quatro concentracdes de BAP (0; 1; 2; 3e 4 mg L) e 0,25 mg L' de ANA
(Tabela 1). No alongamento e enraizamento, que ocorreram simultaneamente, utilizou-se
quatro concentragdes de ANA (0; 1;2; 3e4mg L) e 0,5 mg L?de AIB (Tabela 2).
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Tabela 1- ConcentracGes de BAP em meio de cultura MS (MURASHIGE ; SKOOG,

1962) para a multiplicacdo in vitro de barueiros (Dypterixy alata Vog.)

Tratamentos Concentragédo de BAP mg L™
T1 0
T2 1
T3 2
T4 3
T5 4

Tabela 2- ConcentragcBes de &cido naftalenoacético em meio de cultura MS
(MURASHIGE ; SKOOG, 1962) para a alongamento e enraizamento in vitro de
barueiros (Dypterixy alata VVog.)

Tratamentos Concentragdo de ANA mg L*!
T1 0
T2 1
T3 2
T4 3
T5 4

2.3 Delineamento experimental

Em todos os tratamentos, as parcelas foram compostas de cinco repeticdes de 10
frascos cada. Em cada frasco, haviam dois explantes de &pice caulinar. O delineamento

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.

O desenvolvimento das plantas foi acompanhado por periodo de quatro meses.
Ao final foram avaliados o comprimento da parte aérea (CPA) e da maior raiz (CR); o
diametro do caule (DC); o nimero de folhas (NF); a massa fresca (MF) e 0 nimero de
brotos (NB), este tltimo uma avaliacéo especifica da multiplicacdo. No caso especifico

de enraizamento e alongamento, avaliou-se também a massa seca (MSC).
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2.4 Andlise estatistica

Para todas as caracteristicas, procedeu-se a checagem, a 0,01 de significancia, das
pressuposicdes de normalidade dos residuos e de homogeneidade de variancias pelos
testes de Komogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. A transformacdo dos dados
foi realizada quando ao menos uma das pressuposic¢des ndo foi atendida. Em seguida, fez-

se checagem das pressuposi¢des novamente.

Quando todas as pressuposi¢des foram atendidas, fez-se uso da ANOVA (F de
Snedecor), seguido da comparacdo das médias pela regressdo polinomial, para as
concentracdes a 0,05 de significancia. Os modelos de regressao, linear ou quadratico,
foram escolhidos em virtude da significancia, disperséo dos pontos e do coeficiente de
determinacdo (R2). Neste sentido, quando nao foi possivel determinar o ponto de maxima
ou minima curvatura dentro do intervalo testado (25 a 100% de sais), optou-se pelo

modelo linear, mesmo quando o quadratico foi significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento Multiplicacio

O Comprimento da parte aérea (CPA) teve incremento linear, com modelo bem
ajustado (R?>80%; Figura 1). O aumento a cada 1 mg L da concentracdo de BAP

acarretou em incremento de 0,18 cm. (Figura 1).
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Figura 1 - Comprimento da parte aérea de plantas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) em diferentes concentragdes de BAP.

O comprimento de raiz de barueiro possui comportamento quadratico, com bom
ajuste (R? = 91,02%), quando analisado sobre concentrages de BAP variando entre 0 e
4 mg L (Figura 2). A concentragido de 1,6581 mg L de BAP propicia melhor
desenvolvimento de raiz primaria de barueiro. Esta dose promove raiz com 15,3006 cm

de comprimento (Figura 2).
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Figura 2 - Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx
alata VVog.) em diferentes concentragdes de BAP.
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O ndmero de folhas de barueiro possui comportamento quadratico, com bom
ajuste (R? = 88,51%), quando analisado sobre concentragGes de BAP variando entre 0 e
4 mg L (Figura 3). A concentragdo 2,1695 mg L de BAP propicia melhor niimero de
folhas de plantas de barueiro, média de 12,08 folhas por planta (Figura 3).

14 -
12
%
£ 10
E
> 8
o
° 6
L *
E 4 y =-1,6286x2+5,7543x+7,2629
Z R2=88,51%
2 ]
O T T T 1
0 1 2 3 4

Concentracdes de BAP mg L

Figura 3 - Numero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentracdes de BAP.

A MF teve incremento linear, com modelo bem ajustado (R? > 90%; Figura 4). O
aumento de uma unidade da concentracdo de BAP acarretou em incremento de 0,7 g.
(Figura 4).

55



4,5
4 |
@3,5 .
@ 3 -
?
8 2,5 7
2
@ 15 y =0,7x+1,1
> 1 R2=98%
0,5 -
O T T T
0 1 2 3
Concentracdes de BAP mg L

Figura 4- Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em

diferentes concentracdes de BAP.

O diametro do caule de plantas de barueiro possui comportamento quadratico (R?

= 67,62%). A concentracdo 1,63 mg L™ de BAP propicia melhor desenvolvimento do

didmetro do caule de barueiro. Esta dose promoveu didmetro com 1,67 mm de

comprimento (Figura 5).
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Figura 5 - Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata VVog.)

em diferentes concentracdes de BAP.
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O numero de brotos (NB) teve incremento linear, com modelo bem ajustado
(R? >90%; Figura 6). O aumento de uma unidade da concentracdo de BAP promoveu

incremento de 0,29 brotos. (Figura 6).
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Figura 6 - NUmero de brotos de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentracdes de BAP.

A concentracdo de 4 mg L de BAP foi a mais satisfatoria. Porém,
concentragdes acima de 4 mg L™ de BAP pode potencializar a multiplicagdo de
barueiro. Os niveis enddgenos de citocininas do explante (AC) ndo foram suficientes
para potencializar o processo morfogenético. Fato constatado com a testemunha, que
ndo promoveu a multiplicacao.

E possivel que o explante tenha apresentado concentracdes endogenas de auxinas
maiores, que podem ter desfavorecido o balanco hormonal para a formacéo de brotos. A
brotacdo é geralmente inibida por altas concentracdes de auxinas que, utilizada na inducéo
do alongamento e enraizamento, pode afetar negativamente a formacdo de brotos
(PASQUAL, 2001). Fato que pode ser confirmado com concentracdo menor que 2 mg L-
! de BAP, que possibilitou a melhor resposta para comprimento da raiz e didmetro do

caule.

Os hormonios, substancias produzidas pela propria planta, em concentragdes
baixas, promovem, inibem ou modificam qualitativamente o crescimento, geralmente em
um local diferente daquele onde foi produzido, no caso das citocininas nas raizes (FERRI,
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1986), o que leva a conclusdo que o AC da planta de barueiro in vitro possui
concentragcfes enddgenas baixa de citocinina, o que ocasionou menor desenvolvimento
dos brotos. Neste &mbito, o balangco hormonal entre concentracdes enddgenas e exdgenas
de citocininas é um fator de suma importancia para 0 sucesso em sistemas de
micropropagacao, o qual tem como principal objetivo induzir a alta taxa de multiplicacéo
(PERES, 2002).

O comprimento de parte aérea de plantas de barueiro possui comportamento
quadratico, com bom ajuste (R? = 94,98%) (Figura 7). A concentracio 2,20 mg L™ de
ANA propicia melhor comprimento de parte aérea de barueiro, promovendo
comprimento de parte aérea igual a 3,14cm de comprimento (Figura 7).
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Figura 7 - Comprimento da parte aérea de plantas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) em diferentes concentracdes de 4cido
naftalenoacético.

O comprimento de raiz de barueiro possui comportamento quadratico, com bom
ajuste (R? = 91,07%) (Figura 8). A concentracdo 1,73mg L de ANA propicia melhor

desenvolvimento de raiz primaria de barueiro, com 15,84cm de comprimento (Figura 8).

58



18 -
16
L
N 14
E 12
© 10
@]
c 8
(D)
E® y=-1,8571x2+6,4286x+10,286
e 4- R2=91,07%
@] 2 -
@)
O T T T 1
0 1 2 3 4
Centracbes de ANAmg L

Figura 8 - Comprimento da maior raiz de plantas de barueiro (Dipteryx
alata Vog.) em diferentes concentracdes de &cido
naftalenoacético.

O diametro do caule de plantas de barueiro possui comportamento quadrético,
com bom ajuste (R? = 91,58%) (Figura 9). A concentracdo de 2,00 mg L™ de ANA
propicia melhor desenvolvimento do didmetro do caule (2,05mm) de barueiro.
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Figura 9 - Diametro do caule de plantas de barueiro (Dipteryx alata
Vog.)em diferentes concentragdes de acido naftalenoacético.

O numero de folhas de plantas de barueiro possui comportamento quadratico, com
bom ajuste (R? = 98,35%) (Figura 10). A concentragdo 1,91 mg Lt de ANA aumentou
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de o numero de folhas de plantas de barueiro. Esta dose promoveu 14,58 g de massa fresca
(Figura 10).
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Figura 10 - Numero de folhas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentracdes de acido naftalenoacético.

A massa fresca de plantas de barueiro possui comportamento quadratico, com bom
ajuste (R? = 91,84%) (Figura 11). A concentragdo 1.99mg L de ANA aumento de massa
fresca de plantas de barueiro. Esta dose promoveu 3.65g de massa fresca (Figura 11).
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Figura 11- Massa fresca de plantas de barueiro (Dipteryx alata Vog.) em
diferentes concentracdes de &cido naftalenoacético.
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A massa seca de plantas de barueiro possui comportamento quadratico, com bom
ajuste (R? =99,21%) (Figura 12). A concentracéo 2,00 mg L™ de ANA aumentou a massa
seca de plantas de barueiro. Esta dose promoveu 0,799 de massa seca (Figura 12).
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Figura 12- Massa seca de plantas de barueiro (Dipteryx alata VVog.) em

diferentes concentracdes de acido naftalenoacético.

E perceptivel a influéncia do ANA e AIB no alongamento e enraizamento in vitro
das plantas de barueiro, com melhor CPA de 3,14 cm e CR 15,84 cm. Estes resultados
estdo de acordo com trabalhos encontrados na literatura, que apontam a necessidade da
inclusdo de auxina aos meios de alongamento e enraizamento de espécies frutiferas, como
ameixeira cv. Santa Rosa (MAGALHAES; PETERS, 1991), pereira cv. carrick (LEITE
et al., 1994) e macieira cv. Fred Hough (CENTELLAS et al., 1999). Tais caracteristicas
sdo fundamentais, para o sucesso da sobrevivéncia das plantas na aclimatizacdo, fase
bastante delicada, apontada como uma das mais criticas do processo de regeneracao, em
que ocorre a maioria das perdas. Durante esse estagio, as microplantas sdo expostas a
mudancas subitas nas condi¢cdes ambientais (SUTTER, 1988; VANTELGEN et al., 1992;
DIAZ-PEREZ et al., 1995). Segundo Assis e Teixeira (1998), as auxinas sdo as principais
responsaveis pela rizogénese, sendo o ANA e o AIB as mais utilizadas, principalmente
em plantas lenhosas. O que confirma os resultados aqui encontrados, em que a adi¢do de
auxina nas concentragdes até 2,20 mg L foi essencial para a etapa de alongamento e
1,73 mg L? no enraizamento in vitro de barueiro, mas em concentracées acima de 2,20
mg L de ANA proporciona menor crescimento desta espécie. Para Fachinello et al.

(1994), o aumento da concentracdo de auxinas aplicadas nas plantas in vitro provoca
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efeito estimulador de raizes até um certo valor, a partir do qual acréscimos maiores tém
efeito inibitorio. Resultados com lenhosas confirmam isto, como brotacdes de macieira
(Malus domestica, Borkh), cv. Fred Hough (CENTELLAS et al., 1999), Eugenia
pyriformis Cambes (NASCIMENTO et al., 2008), tiveram efeito inibidor nas maiores

concentragdes desses regulador.

Como os explantes utilizados foram apice caulinar (AC) e a dominancia apical
das auxinas € predominante, pois sdo fabricadas pelo meristema apical, favorecendo o
crescimento do caule e da raiz favorecendo o processo de alongamento das células
vegetais. Quando a planta apresenta baixa quantidade de auxinas, as raizes podem crescer,
o que foi evidenciado na concentragdo 1,73mg L™ de ANA, que proporcionou melhor
desenvolvimento da raiz primaria de barueiro. Esta dose promoveu raiz com 15,84 cm de
comprimento (Figura 2). Porém o caule necessitou de concentracdo maior de 2,00mg L-
! de ANA para expressar o maior desenvolvimento do diametro, com 2,05 mm (Figura 3).
A concentracdo adequada depende da espécie e do teor da auxina existente nela
(WAREING; PHILLIPS, 1981; SOUZA etal., 2006; COSTA et al., 2009).

Os resultados aqui encontrados indicam que provavelmente explantes de barueiro
possuem elevado teor enddgeno de auxina, uma vez que o incremento de doses,
mencionadas como baixas na literatura para espécies lenhosas (KRIKORIAN, 1991;
RADMANN et al., 2009; COSTA et al, 2009), proporcionou efeito fitotdxico,
evidenciado pelo suprimir do desenvolvimento da planta. Isto fica mais evidente ao se
pensar que o desenvolvimento desta espécie, mesmo na auséncia de ANA, foi

inexpressivo.

4. CONCLUSOES

A concentracdo de 4 mg L de BAP foi a mais satisfatoria. Porém,
concentragdes acima podem potencializar a multiplicagdo de barueiro.
No alongamento e enraizamento, concentragfes de ANA menores que 3 mg

Lt mostraram-se favoraveis para o desenvolvimento in vitro de Dipterex alata.
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