16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpdésio de Plantas Ornamentais Nativas

Calogénese e organogénese in vitro a partir de segmentos nodais de cerejeira
(Amburana acreana (Ducke) A.C. Sm.) da Amazbnia Ocidental: Estabelecimento e
regeneragao de brotos*.

Fermino Jr., Paulo Cesar Poeta ; Pereira, Jonny Everson Scherwinski % Nagao, Eduardo
Ossamu®; Guedes, Rodrigo da Silva*

'Professor Assistente do Departamento de Ciéncias Agrarias da UFAC, e-mail:
paulofermino@ufac.br; Pesquisador da Embrapa-Acre; * Professor Adjunto da UFAM; “Mestrando
em Producéo Vegetal-UFAC. * Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor.

INTRODUCAO

A cerejeira brasileira € uma espécie arborea que ocorre naturalmente nas matas
de terra firme do sudoeste da Amazénia (Amazonas e Acre). Usada freqientemente na
fabricacdo de mobiliarios fino, lambris, balcdes e tonéis (Rizzini, 1981). Devido ao
interesse e exploragdo, A. acreana faz parte da Lista Oficial da Flora Ameacada de
Extincdo do IBAMA.

A propagacao sexuada desta espécie para a producdo de mudas a serem
utilizadas em projetos de reflorestamento é reduzida em virtude da dispersdo
anemocorica das sementes, fato que dificulta as coletas no interior da mata (Firmino et al.,
1985). A utilizacdo da biotecnologia permite desenvolver métodos de multiplicacao,
conservacao, e protecao de recursos florestais. Em vista da potencialidade da aplicacéo
das técnicas de propagacdao in vitro em espécies florestais, inimeros trabalhos tém sido
desenvolvidos no intuito de tornar esta tecnologia acessivel e economicamente viavel
(Xavier et al, 2007). Cid et al. (2002), afirmam que estudos basicos de micropropagacao
para espécies tropicais lenhosas sdo necessarios para aumentar o conhecimento
cientifico e suas aplicacdes praticas.

Esta pesquisa objetivou avaliar. assepsia, germinacdo das sementes in vitro e
regeneracdo in vitro a partir de segmentos nodais de A. acreana em meio MS
adicionando-se os reguladores de crescimento ANA e BAP.

MATERIAIS E METODOS

Sementes maduras e sadias de A. acreana foram extraidas de arvores nativas
do Alto vale do Juruid- AC no més de setembro de 2006 e conduzidas ao laboratério de
Morfogénese e Biologia Molecular da Embrapa-Acre, onde foram submetidas a uma pré-
desinfestacdo que consistia na imersdo em agua e detergente neutro por 15 minutos,
sendo lavadas em &gua corrente por trés vezes. Posteriormente, as sementes foram
submersas em soluc@es de hipoclorito de sddio nas concentracdes de 1,25% e 2,5% por
30 minutos em camara de fluxo laminar horizontal. Apds esta etapa, as sementes foram
lavadas por trés vezes em agua destilada. As sementes desinfestadas foram inoculadas
individualmente em tubos de ensaio com 0s sais e vitaminas do Meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), acrescidos de 30 g.L" de sacarose, e 6 g.L* de agar em pH + 5,8
autoclavados a 120 °C por 15 minutos.

Para os experimentos de calogénese foram utilizados segmentos nodais de
plantulas de 45 dias germinadas in vitro inoculados no meio MS, conforme descrito
anteriormente, acrescidos de 1 mg.L™" de acido naftalenoacético (ANA) com 0; 0,5; 1,0;
2,0 e 4,0 mg.L™ de 6-benzilaminopurina (BAP). Os tubos de ensaio foram colocados em
sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25 + 2 °C e umidade
relativa de 60%.

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado com cinco
repeticdes, contendo quatro sementes, em cada unidade amostral. Para os experimentos
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de calogénese, foram utilizadas trés repeticdes com dez frascos contendo cinco explantes
cada. As médias foram comparadas por teste t-student e entre os tratamentos com
reguladores foi utilizada ANOVA com teste de separacdo de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia (Sokal & Rohlf, 1995).

Avaliou-se a porcentagem de contaminacdo apds 15 e 30 dias, e a porcentagem
de germinacdo in vitro das sementes. Nos experimentos de calogénese foram avaliadas a
porcentagem de explantes com calo e o nimero médio de brotos regenerados por
explante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes, ap6s 15 e 30 dias de cultivo, ndo apresentaram contaminacao bioldgica
guando submetidas aos tratamentos de solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% e 1,25%.
As espécies arbodreas apresentam dificuldade para o estabelecimento in vitro devido aos
contaminantes, principalmente se for utilizado material vegetal de individuos adultos
(Couto et al., 2004). Por isso, a utilizacdo de plantulas germinadas in vitro, nas condicbes
assépticas, tornam-se mais vantajosas (Skirvin, 1981). Os protocolos de assepsia mais
utilizados para sementes de espécies arbdreas florestais envolvem o hipoclorito de sodio,
como utilizado para sementes de mogno (Couto et al.,, 2004), sementes de canjarana
(Rocha, 2005), de cedro (Nunes et al., 2002), e de Miconia sp. (Cid et al., 1997). As
respostas a assepsia variam conforme o tipo de tecido, entretanto, a super exposi¢do ao
desinfestante freqliientemente causa morte das células. Devido a menor concentracéo de
hipoclorito de sodio a 1,25% expressando alta eficacia, pode-se recomendar tal
concentracao para protocolos de assepsia para sementes de A. acreana.

A germinacao in vitro iniciou apoés oito dias de inoculagéo (Figura 1), apresentando
78% de germinacao apos 30 dias (Figura 4). Resultados semelhantes foram obtidos por
Lopes (2000) e Lemos et al. (1998) que observaram em seus trabalhos rapida germinacao
das sementes de mogno (Swietenia macrophylla King), de seis a dez dias, com plantulas
medindo de 45 a 65 mm.

Apéds 45 dias de cultivo dos segmentos nodais, observa-se a maior percentagem
de formagéo de calos (Figura 2) nas concentracdes de 2,0 e 4,0 mg.L™" de BAP. Os calos
apresentam coloracdo variando de marrom-claro, a amarelada e esverdeada, e de
aspecto semi-compacto a friaveis. A maior regeneracdo de brotos (Figura 3) com média
de 2,27 brotos/explante foi obtida com 2,0 mg.L™* de BAP. Alguns estudos mostram que o
segmento nodal € o explante mais eficiente para a proliferagdo de brotos de espécies
lenhosas (Brunetta et al., 2006). Investigacdes com Schizolobium amazonicum Huber ex
Ducke (parica), mostraram que a medida que se aumenta a concentracdo de BAP, ocorre
maior incidéncia de calos (Cordeiro et al., 2004). Em Azadirachta indica (margosa), brotos
foram regenerados a partir de gemas apicais e axilares na presenca de 4,4 uM de BAP
(Yousef & Fattah, 1998). Entretanto, com Azadirachta excelsa (nim), maior quantidade de
brotos foi obtida a partir de gemas axilares na presenca de 4,4 uM BAP e 0,5 uM ANA
(Liew & Teo, 1998). Para Cedrela fissilis (cedro), brotos adventicios foram obtidos a partir
de nés cotiledonares na presenca de 1,25 a 5,0 uM de BAP (Nunes et al., 2002). Em
mogno (Swietenia macrophylla King), brotacdes adventicias surgiram a partir de
segmentos nodais em meio contendo 10 uM de BAP e 2,2 uM de 2-iP (Couto et al.,
2000).De acordo com Santos (1998), elevadas concentracBes de citocinina parecem
interagir com a quantidade de auxina endoégena do explante, o que leva “formacdo de
calos provocando certa inibicdo no surgimento de brotos.
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FIGURAS 1-3. Sementes e segmentos nodais de Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith.
in vitro. 1. Germinacédo in vitro de semente, com emissao da radicula. 2. Formacdo de
calos friaveis. 3. Brotacdes regeneradas a partir de segmentos nodais. Legendas: Ra=
radicula; Ca= calos; Br= brotos.

100
90
80
70
60 ~

40 -

Germinagdao (%)

30 -
20 A

10
0 *M T T T T T T T T T T T ]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Dias de cultivo

FIGURA 4. FreqUéncia relativa da germinacéo in vitro de sementes de Amburana acreana
(Ducke) A.C. Smith. em fungéo dos dias de cultivo.
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TABELA 1. Formacéo de calos e regeneracado de brotos a partir de segmentos nodais de
Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith.

BAP (mg.L™ Percentual de Formacéo Brotos por explante
de calos
0 610 a Oa
0,5 36+3,5b 0,83+0,06 b
1,0 4812 c 1+0,2 c
2,0 80,7+4,2d 2,27+0,06 e
4,0 89,3+1,2d 1,83+0,12 d

NOTA: Letras diferentes na vertical indicam diferencas estatisticamente significativas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que a combinacdo de BAP e ANA tem efeitos significativos
na inducdo de processos morfogénicos in vitro de A. acreana, visando sua
micropropagac&o. A concentracdo de 2,0 mg.L™ de BAP com 1,0 mg.L™ de ANA é a mais
adequada para a regeneracao de brotos.
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