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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a multiplicagdo in vitro de ipé-amarelo em
diferentes concentracBes de 6-benzilaminopurina (BAP). Segmentos nodais de plantulas obtidas da
germinagdo in vitro de sementes foram utilizados como fonte de explantes, sendo inoculados em meio
nutritivo %2 WPM contendo diferentes concentragdes de BAP (0, 2, 4, 8 e 16 uM). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, contendo cinco tratamentos e 10 repeticGes, cada
uma composta por um frasco contendo dois segmentos nodais. Apo6s 30 dias de cultivo avaliaram-se a
porcentagem de estabelecimento (desenvolvimento de novos primoérdios foliares), formacdo de calos na
base do explante, enraizamento e nimero de brotagBes por explante. A presenca de BAP no meio
nutritivo ndo é benéfica a multiplicacéo in vitro das plantulas de ipé-amarelo. A adicdo do BAP diminui a
porcentagem de explantes estabelecidos, o enraizamento e, também, a formacdo de brotacGes, além de

aumentar, consideravelmente, a formacéo de calos.
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IN VITRO MULTIPLICATION OF IPE-AMARELO (Handroanthus chrysotrichus)

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the in vitro multiplication of ipé-amarelo tree in different 6-
benzylaminopurine (BAP) concentrations. Nodal segments of seedlings obtained from the in vitro seeds
germination were used as explants source being inoculated in nutrient broth %2 WPM containing different
concentrations of BAP (0, 2, 4, 8 and 16 uM). The experiment was conducted in a completely randomized
design with five treatments and 10 replications, each consisting of a vial containing two nodal segments.
After 30 days of cultivation assessed the establishment percentage (development of new leaf primordia),
callus formation at the explant base, rooting and number of shoots per explant. The BAP presence in the
nutrient medium is not beneficial to the in vitro multiplication of ipé-amarelo tree seedlings. The BAP
addition decreases the explants established percentage, rooting, and also the shoots formation, in
addition to considerably increase in the calluses formation.

Keywords: Handroanthus chrysotrichus; native forestry species; micropropagation; culture medium.

1. INTRODUCAO

O ipé-amarelo (Handroanthus chrysotrichus Mart. ex
A. DC. Mattos), é comumente utilizada na arborizacdo
urbana e em projetos paisagisticos, principalmente em
funcdo da beleza de suas flores e seu porte mediano. Sua
madeira € moderadamente pesada, resistente e de grande
durabilidade, o que faz com que a espécie produza
madeira considerada “de lei”. Pode ser utilizada em
reflorestamento de é&reas degradadas, matas ciliares e
demais &reas de preservacao permanente, além de plantios
homogéneos para producdo de madeira (LORENZI,
1992).

A crescente demanda por mudas de espécies lenhosas
observada nos dltimos anos mostra a necessidade do
desenvolvimento de protocolos que otimizem a producao
de mudas com qualidade morfofisiolégica, capazes de

atender as necessidades dos plantios (LELES et al., 2006).
A propagacdo do ipé-amarelo é feita normalmente por
meio de sementes que, apesar de produzidas em grande
guantidade, podem apresentar problemas de germinacéo e
conservacao, prejudicando a producdo de mudas de
qualidade (OLIVEIRA et al., 2005).

Em ipé-amarelo ndo sdo conhecidos muitos trabalhos
envolvendo a selecdo de individuos superior para 0 uso
futuro em programas de melhoramento genético ou
selecdo clonal, restringindo-se somente ao trabalho de
Costa et al. (2007) com teste de progénies. Em relagdo a
propagacdo vegetativa com estaquia ndo sao encontrados
trabalhos com a espécie. Dessa forma, a propagacao in
vitro pode constituir uma alternativa adequada em relagéo
aos métodos classicos de propagacdo de espécies
florestais nativas, pois eleva a taxa de multiplicacdo e
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acelera os programas de propagacdo clonal, fato que
possibilita a propaga¢do vegetativa de genoétipos de alto
valor comercial e de dificil enraizamento (OLIVEIRA et
al., 2013). Para muitas espécies florestais de importancia
econdmica ou que se encontram em extingdo, a
micropropagacdo tem sido uma ferramenta importante
para a obtencdo de mudas mais uniformes em larga
escala, em tempo e espaco fisico reduzido. Entretanto, sdo
escassos os relatos na literatura sobre a micropropagacéo
do ipé-amarelo (RIBAS et al., 2005).

A Dbibliografia sobre a propagacdo in vitro de
Handroanthus e Tabebuia é Ilimitado a estudos
especificos de determinadas espécies. A germinacdo in
vitro e ex vitro de Tabebuia serratifolia (\Vahl) Nich e um
protocolo de indugdo de brotacbes adventicias de
Tabebuia donnell-smithii foram publicados por Dousseau
et al. (2008). Além disso, a micropropagacao ex vitro de
Tabebuia rosea Bertol DC (SUAREZ et al., 2006) e 0 uso
de tecidos foliares in vitro de Tabebuia roseo-alba (Ridl.)
Sand. (CARAVITA-ABBADE et al, 2009). Por
consequéncia, qualquer melhoria no protocolo de cultivo
in vitro em Handroanthus chrysotrichus ira fornecer
informacdes para programas de conservacgao e propagagao
em massa de espécies do género Handroanthus.

Na micropropagagdo, 0 sucesso de um protocolo
depende de todas as fases, iniciando pela fase de
estabelecimento in vitro, multiplicacdo, alongamento
(pode néo ser necessaria), enraizamento e aclimatizacao.
Fatores como o gen6tipo, o estado fisiolégico da planta-
matriz, a forma de selecéo, a coleta e o tipo de explante, a
assepsia que sera utilizada, o meio de cultura e
concentracbes e tipos de reguladores de vegetais
influenciam o sucesso da micropropagacdo (GEORGE;
DEBERGH, 2008).

A obtencdo de uma alta taxa de multiplicacdo com o
minimo de variagdo no material, de explantes livres de
contaminantes que prejudiquem a micropropagacéo e de
gemas reativas que produzam partes aéreas com qualidade
suficiente para a fase seguinte sdo os principais objetivos
da multiplicacdo na micropropagacdo. Desta forma,
devem ser observadas nas gemas formadas as questdes de
qualidade e quantidade. De modo geral, 0 sucesso da fase
de multiplicagio é dependente da fase de estabelecimento
e determinara o sucesso das fases subsequentes (XAVIER
et al., 2009).

Para a obtencdo de altas taxas de multiplicacdo no
cultivo in vitro as citocininas tém funcdo primordial. Essa
classe de regulador de crescimento atua principalmente na
divisdo celular e também na quebra da dominancia apical,
além de influenciar a indugdo e crescimento das brotacdes
(PREECE, 1995). O tipo de citocinina e a sua
concentracdo sdo fatores que tem grande influéncia no
sucesso da multiplicagdo in vitro (SCHUCH; ERIG,
2005). A utilizagdo de uma fonte de citocinina no meio de
multiplicacdo é indispensével para promover a quebra da
dominancia apical do explante e induzir & proliferacdo de
gemas axilares (PEREZ-TORNERO et al., 2000),
multiplicando a quantidade de material para o posterior
alongamento e/ou enraizamento. Diante do exposto,
objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
multiplicacdo in vitro de ipé-amarelo sob concentracdes
de 6-Benzilaminopurina (BAP).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

As sementes utilizadas na realizagdo do ensaio foram
adquiridas comercialmente, coletadas em 8 arvores
matrizes localizadas na regido da Grande S&o Paulo (SP).

Inicialmente, as sementes foram submetidas a um pré-
tratamento efetuado pela imersdo de 100 g em solugéo
contendo 1 g (p/v) de Benomyl® (Benzimidazol), durante
24 horas. Decorrido esse periodo, as sementes foram
lavadas em agua corrente durante 10 minutos e
enxaguadas em agua esterilizada. Em seguida, em camara
de fluxo laminar, foram desinfestadas superficialmente
com etanol a 70% (v/v) por 30 segundos e, ap6s, em
hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2% (v/v) por 15 minutos,
passando, entdo, por triplo enxague em agua estéril. A
seguir, foram inoculadas, em camara de fluxo laminar, e
inoculadas em frascos de vidro com capacidade para 150
mL, contendo 30 mL de meio de cultura WPM, na metade
da composicdo original de macro e micronutrientes,
vitaminas, sacarose (30 g L™), agar Sigma® (7 g L),
sendo o pH ajustado em 5,7. Ap6s o ajuste do pH o0 meio
de cultura foi autoclavado, por 15 minutos a 121°C (1,5
kgf cm?). Em cada frasco foram colocadas quatro
sementes.

2.2. Multiplicacéo in vitro

Apds 30 dias de cultivo in vitro, os segmentos nodais
foram isolados das plantulas e inoculados em camara de
fluxo laminar, em frascos de vidro com capacidade para
150 ml, contendo 30 ml de meio de cultura WPM, na
metade da composicdo original de macro e
micronutrientes (*/, WPM), vitaminas, sacarose (30 g L),
dgar (6 g L%), sendo o pH ajustado em 57 e
suplementado com 0,5 UM de acido alfa-naftaleno acético
(ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP), conforme o
tratamento. Previamente, o meio de cultura foi
autoclavado por 15 minutos a 121°C (1,5 kgf cm™).

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente  casualizado, com cinco tratamentos
compostos por: 0, 2, 4, 8 e 16 uM de BAP e 10
repeticfes, cada uma composta por um frasco contendo
dois segmentos nodais introduzidos in vitro. As unidades
experimentais foram cultivadas na sala de crescimento
sob temperatura de 25 °C + 3 °C, fotoperiodo de 16 horas
e intensidade luminosa de 20 uM m™ s fornecida por
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia. Apds
30 dias de cultivo foram avaliadas as variveis:
porcentagem de estabelecimento (desenvolvimento de
novos primordios foliares), de formacéo de calos na base
do explante, de enraizamento e ndmero de brotos por
explante.

2.3. Anélise estatistica

Quando ndo foram atendidos os pressupostos do
modelo mateméatico os dados obtidos foram
transformados para a fungdo ./(x +0,5), sendo “x” o
valor observado, e, apds, submetidos & andlise de
variancia. Quando significativas, as médias foram
submetidas a regressao polinomial ou a teste de médias de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo para todas as varidveis
analisadas na multiplicacdo do ipé-amarelo, a excecédo da
porcentagem de contaminacdo (Tabela 1). Para o
estabelecimento houve um comportamento quadrético da
curva, quanto maior a concentragdo de BAP menor o
estabelecimento (Figura 1 A). Obteve-se 0 maior indice
de estabelecimento (100%) com a auséncia de BAP, por
outro lado, com a maior concentragdo de BAP (16 pM)
observou-se um indice de estabelecimento inferior a 50%.
O aumento da concentracdo de BAP também foi
prejudicial na multiplicacdo devido a uma maior
formagéo de calos na base do explante (Figura 1 B). Sem
a utilizacdo da citocinina a formacdo de calos se manteve

em torno de 30%, j& com a maior concentracédo utilizada
verificou-se o aparecimento de calos em todos o0s
explantes.

A formacdo de estruturas calogénicas prejudica o
cultivo in vitro quando o objetivo é a propagagdo direta.
A formacdo de calos na base do explante pode
comprometer a proliferacdo de gemas axilares e o
alongamento de brotaces, afetando o desenvolvimento in
vitro. O tipo de citocinina e a sua concentrago sdo os
fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicacéo
in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Entretanto, quando hd um excesso de um desses
reguladores pode também haver a formacdo exagerada de
calos (SANTOS et al., 2003).

Tabela 1. Resultados da andlise de variancia (quadrado médio) para estabelecimento (%), contaminacéo (%), formacéo de calos (%),
enraizamento e n° de brotos de Handroanthus chrysotrichus aos 30 dias de cultivo in vitro em concentragdes de BAP.

FV GL  Estabelecimento (%) Contaminacdo (%) Formacao de calos (%) Enraizamento (%) N° de brotos
BAP 4 4325,00* 500,00™ 7425,00* 800,00* 2,04*
Residuo 45 1083,33 955,55 922,22 133,33 0,49
Média - 73,00 10,00 76,00 4,00 1,11
CV% - 20,1 43,2 10,8 17,3 24,6

"F nao-significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro; * F significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

120 1 A
y= 97,231-6,0422x + 0,1768x2
S 100 ¢ R2=0,96
2 80 -
*
E 60 2
3
2 40 -
<
)
w 20 -4
0 . . . .
0 4 8 12 16
BAP (M)
C
25 -
g 20 ¢
2 151 Sem ajuste — linha na média
£
S 10 -
©
c
Y5
0 + g g T 2 d
0 4 8 12 16
BAP (LM)

Formacéo de Calos

120 4 B

*

y=42,692 +10,736x - 0,4575x2
R2=10,77

(%)

0 4 8 12 16
BAP (uM)

2.0

y =1,6615-0,199x + 0,0094x2
R2=0,71

1.6 4
1.2 A

0.8 1

N° de brotos

0.4 -

0.0

0 4 8 12 16

BAP (UM)

Figura 1. Porcentagem de estabelecimento (A), formacéo de calos (B), porcentagem de enraizamento (C) e nimero de brotos (D) em
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus aos 30 dias de cultivo in vitro em diferentes concentracdes de BAP.

Valores semelhantes quanto & formagdo de calos
foram obtidos por Martins et al. (2009) em ipé-roxo
(Tabebuia impetiginosa). A concentracdo de 4,4 M de
BAP promoveu a formacéo de calos na base dos explantes
em 50% dos segmentos, aumentando para 66,6% na
utilizacdo de 35,56 uM. Este mesmo comportamento foi
observado em segmentos nodais de faia (Fagus
grandifolia), no qual foi observada maior formagdo de
calos a partir de 2,22 uM de BAP (BARKER et al., 1997).
Também foi observada a ocorréncia de calos na base dos
explantes ao induzir a formacdo de brotagbes em

mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), isso se deu
com o aumento das concentra¢des de BAP no meio de
cultura chegando a 90% na concentracdo de 17,78 uM de
BAP (SOARES et al., 2007) resultado este, semelhante ao
observado neste trabalho.

A auséncia de BAP no meio nutritivo foi responsavel
pela Unica ocorréncia de enraizamento dos explantes
(Figura 1 C). Na presenga de BAP, em todas as
concentragOes, os explantes ndo apresentaram qualquer
formagdo radicular. Apesar de ocorrer em baixa escala (<
20%) o enraizamento no tratamento sem a adicdo do AIB
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€ uma resposta da presenca da auxina (ANA), que induz a
formacdo de raizes (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Segundo Pasqual (2001) a rizogénese é geralmente
inibida pela presenga de citocinina que, utilizada na
inducdo de brotacBes, pode afetar negativamente a
inducdo e o alongamento dos primoérdios radiculares.
Entretanto, algumas espécies de plantas lenhosas néo
formam raizes adventicias, ou formas em baixa
quantidade, devido a alta atividade de enzimas que
inativam a auxina por degradacgdo oxidativa ou pela falta
de resposta do tecido a auxina acumulada (NORMANLY,
1997).

O nimero de brotos também apresentou um
decréscimo com 0 aumento na concentragdo de BAP,
apresentando um efeito quadratico na curva (Figura 1 D).
A auséncia de BAP foi responsavel pela maior inducédo de
brotacBes por explante. Na presenca de citocinina, a
concentracdo mais baixa de BAP utilizada (2 pM)
apresenta em relagdo as demais, 0 maior nimero de brotos
por explante. O nuimero de brotos formados tende a
estabilizar a partir do uso de 8 pM da citocinina,
entretanto esse aumento na concentracdo acaba elevando
a formacdo de calos, os quais sdo indesejaveis na
propagacdo vegetativa direta.

As citocininas sdo indispensaveis para a inducdo da
proliferacdo de gemas axilares, sendo o tipo de citocinina
e sua concentracdo os fatores que mais influenciam o
sucesso da multiplicacdo in vitro (BRONDANI et al.,
2009). Entretanto, concentragdes mais elevadas que a
considerada 6tima deste regulador podem atuar inibindo
esses efeitos, o que prejudica a multiplicacdo e o
crescimento da espécie (STOYNOVA et al., 2004), fato
ocorrido neste estudo. Outro fator que pode que pode ter
ocasionado piores resultados na multiplicacdo com o uso
de altas concentraces de BAP é o determinismo
enddégeno. Segundo Nogueira et al. (2007), o efeito
conjunto da citocinina exdgena presente no meio nutritivo
e a enddgena do explante podem causar um excesso dessa
classe de fito hormonio, diminuindo a formac&o de brotos
e aumentando os calos.

A toxidez causada pelo excesso de reguladores de
crescimento no meio de cultura, ou pelo prolongado
periodo de tempo em que a cultura permanece exposta a
eles, pode provocar alteracBes genéticas, fisiologicas e
morfoldgicas, resultando na reducdo da taxa de
multiplicagdo e no encurtamento dos caules, o que
dificulta a individualizacdo das plantas e o processo de
enraizamento (NARAYANASWAMY, 1977). Resultado
semelhante foi obtido em estudo com ipé-roxo, no qual
foi alcangada a maior formacdo de brotos na auséncia da
citocinina BAP. Neste caso a citocinina enddgena foi
suficiente para assegurar a maior formacgéo de brotos por
explante (1,2 brotos) (MARTINS et al., 2009). Estudo
com fisalis (Physalis peruviana L.) também identificou
maior ndmero de brotagBes utilizando concentracfes
relativamente baixas de BAP (1,33 uM) (CHAVES et al.,
2005).

E importante destacar que o material utilizado no
experimento € jovem, com o0s tecidos altamente
determinados para o crescimento celular. Pode-se utilizar
esse protocolo para multiplicar plantas jovens buscando
ampliar a quantidade de mudas produzidas. Para a
multiplicacdo de material obtido de plantas adultas é

necessario um ajuste no protocolo para cada genotipo
utilizado, idade das arvores e situagBes hormonais e
fisioldgicas especificas.

4. CONCLUSOQES

A presenga de BAP no meio nutritivo ndo é benéfica a
multiplicagdo in vitro de segmentos nodais de plantulas de
ipé-amarelo. A adigdo desta citocinina diminui o
estabelecimento, o enraizamento e também a formagéo de
brotos, além de aumentar consideravelmente a formacao
de calos.
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