PROPAGAQRO IN VITRO DE KIELMEYERA CORIACEA
I. EFEITO DAS DIVERSAS CONCENTRAGOES COMBINADAS DE BENZILAMINOPURINA
E ACIDO NAFTALENOACETICO NA MULTIPLICAGAO DE BROTOS'

EDUARDO F. ARELLO? e JOSE EDUARDO B. P. PINTO?

RESUMO - Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferae) é uma espécie vegetal tfpica dos cerra-
dos ¢ € muito comum em Minas Gerais. E vulgarmente conhecida por “Pau-Santo™. K. coriacea
¢ utilizada para a fabricagdo de placas em revestimentos acisticos, térmicos € decorativos de
ambientes, além de ser utilizada como planta medicinal. Segmentos nodais de plantulas obtidas
por germinagdo de sementes in vitro receberam in6culo em meio de cultura Murashige & Skoog
(1962) suplementado com diversas concentragdes de benzilaminopurina (BAP) (0,0 - 0,45 - 4,5
€ 22,3 M) e 4cido naftalenoacético (ANA) (0,0 - 0,55 € 5,5 ) UM), em todas as combinagoes
possiveis, num esquema fatorial 4 x 3. A méxima proliferagdo de brotos foi conseguida com o
emprego de 22,3 UM - de BAP + 0,55 #M de ANA e a maior proliferagdo de brotos com mais
de 1,0 cm de altura ocorreu com o uso de 0,45JJM de BAP + 0,0 JL(M de ANA.

Termos para indexagéo: cultura de tecidos, micropropagacio.

IN VITRO PROPAGATION OF KIELMEYERA CORIACEA
1. EFFECTS OF BENZYLAMINOPURINE AND NAPHTHALENOACETIC ACID
ON SHOOT MULTIPLICATIONS

ABSTRACT - Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferae) is a typical botanic specie from
brazilian cerrados vegetation (Savanna-like vegetation). It is popularly known as *“Pau-Santo”.
“The specific characteristic of K coriacea is its strong suberized bark, from which, cork the main
matter for making plates used for covering acustics, thermic and decorative places, is extracted.
Nodal segments of plantlets that come from germination in vitro were inoculated in Murashige
& Skoog (1962) culture medium enriched by several concentrations of benzylaminopurine
(BAP) (0.0 - 045 - 4.5 and 22.3  AM) and Naphthalenoacetic acid (NAA) (0.0 - 0.55 and
5.5MM) in all possible combinations in one factorial scheme of 4 x 3. The maximum shoots
proliferation was achieved with 22.3 UM BAP + 0.454M NAA and higher shoots proliferation
with more than 1.0 cm height happened when 0.45 JJM BAP + 0.0 AM NAA was used.

Index terms: tissue culture, micropropagation.

INTRODUCAO

A principal vegetac¢do que caracteriza o esta-
do de Minas Gerais € o cerrado, onde o género
Kielmeyera ocorre naturalmente. A espécie
Kielmeyera coriacea Martius (Guttiferae) &
apontada por Saddi (1982) e por Almeida
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(1946) como uma das mais tipicas, ¢ se dispersa
desde o estado da Bahia até paises limitrofes
como o Paraguai e a Bolivia.

Uma caracterfstica marcante de K. coriacea,
apontada por Souza (1947), € a sua casca for-
temente suberificada da qual se extrai a cortiga,
principal matéria-prima para a fabricagio das
placas utilizadas em revestimentos acisticos,
térmicos ¢ decorativos de ambientes.

Do ponto de vista de planta medicinal, pro-
duz um composto orgdnico do grupo das xanto-
nas, a Osajaxantona, que, segundo Lopes et-al.
(1977), possui propriedades cercaricidas e de
repeléncia das cercdrias de Schistosoma manso-
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ni, o causador da “barriga-d’dgua”, doengca que
aflige milhoes de brasileiros. Pio Corréa (1952)
diz, ainda, que K coriacea produz uma resina
usada na medicina popular contra a dor de den-
tes, como tonica € como emoliente.

Do ponto de vista de planta medicinal, pro-
duz um composto orginico do grupo das xanto-
nas, a Osajaxantona, que, segundo Lopes et al.
(1977), possui propriedades cercaricidas ¢ de
repeléncia das cercdrias de Schistosoma manso-
ni, o causador da “barriga- d’dgua”, doenga que
aflige milhGes de brasileiros. Pio Corréa (1952)
diz, ainda, que K coriacea produz uma resina
usada na medicina popular contra a dor de den-
tes, como tonica € como emoliente.

Devido ao seu interesse econdmico, K coria-
cea vem sendo vitima de uma exploragao pre-
datéria que, aliada 3 expansdo agricola nos
campos de cerrado, a estd tornando extinta em
muitas regioes, onde, outrora, era abundante.
Sua propagagao di-se, predominantemente, por
sementes, mas seu desenvolvimento € lento € a
desuniformidade genética de seus descendentes
€ muito grande. A cultura de tecidos vegetais
oferece um método alternativo de propagagao
assexuada para esta espécie. A vantagem deste
método surge na medida em que € capaz de
promover um maior grau de multiplicagdo, ori-
ginando individuos uniformes geneticamente,
€m pouco espago € tempo.

De um modo geral, a micropropagagao vege-
tativa em espécies florestais tem sofrido signifi-
cativos progressos durante os ultimos anos. Ab-
bott (1977 e 1978) elaborou uma extensa lista
de espécies, das quais a grande maioria ocorre
em florestas de clima temperado, que sdo pro-
pagadas, atualmente, por métodos de cultivo
in vitro.

Os métodos mais comumente empregados
para a micropropagacio de espécies florestais
consiste em regenerar plantas a partir de meris-
temas pré-existentes € desenvolvimento de ge-
mas (Durzan 1980 ¢ Thorpe 1988).

Virios trabalhos foram feitos com Eucalyp-
tus, como os de De Fossard (1974), Dicello &
Duhox (1984), Durand-Cresswell & Nitsch
(1977) e Gongalves (1983), em termos de esta-
belecimento e cultura de brotos. As taxas de
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multiplicagdo conseguidas variaram de acordo
com 0 meio de cultura empregado, com a espé-
cie utilizada, com o estado fisiol6gico do ex-
plante, € com as condighes ambientais de culti-
vo. Diferentes meios de cultura, tais como os
meios de Murashige & Skoog (1962), De Fos-
sard (1976) e “wood plant medium”, proposto
por Smith & McCown (1983), e suas modifi-
cagdes, foram utilizadas na cultura de brotos de
Eucalyptus.

Na maioria das vezes, a indugdo da multipli-
cacdo de brotagdes € feita em meio solidificado
com 4gar, embora Gupta et al. (1980) compro-
vem que determinadas espécies requerem meio
liquido para estimular a proliferagdo. As bro-
taghes oriundas destas técnicas podem ser re-
movidas do explante original e receber in6culo
num novo meio de cultura, para continuar sua
proliferagdo, ou num meio contendo auxinas,
geralmente 4cido indolbutirico, para enraizar e
formar uma planta completa.

Tendo em vista as consideragdes menciona-
das € nenhum trabalho em micropropagaciao
dessa espécie, 0 presente trabalho procura de-
terminar os efeitos de diferentes niveis de ben-
zilaminopurina e 4cido naftalenoacético na ma-
ximizagdo da proliferagio de brotos in vitro de
Kielmeyera coriacea, bem como na produgao de
brotos com mais de 1,0 cm de altura.

MATERIAL E METODOS

Os explantes utilizados no presente trabalho con-
sistiram de segmentos nodais obtidos de plantulas
provenientes da germinagdo de sementes in vitro. Es-
tas sementes foram coletadas no municfpio de Campo
do Meio, MG, em abril de 1988 ¢ armazenadas em
c4mara frigorffica a 10°C e 50% de umidade relativa,
até receberem o indculo em junho de 1989.

Apos a retirada das sementes da camara frigorffica
estas passaram pelas seguintes etapas: a) lavagem em
4gua corrente por 15 thinutos; b) pré-germinagdo no
escuro em solugdo aquosa com 20 mg de 4cido giberé-
lico/100 ml durante 12 horas; c) retirada da casca; d)
nova lavagem em dgua corrente por 15 minutos; €) es-
terilizagdo, em cimara de fluxo laminar, com 4icool
70% (30 segundos de imers#o) e solugfio 0,2% de hi-
poclorito de s6dio com duas gotas de Tween 20 por
100 ml de dgua destilada (20 minutos de imersio); f)
favagem com dgua destilada e autoclavada, abundan-
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temente, por cinco vezes € g) inoculagdo em tubos de
ensaio com meio de cultura de Murashige & Skoog
(1962) onde foram empregados apenas os sais € cujas
concentragdes foram reduzidas & metade. Este meio
foi suplementado com 7,0 g/l de dgar, 5 mg/l de 4cido
giberélico € 30 g/l de sacarose.

Quarenta e cinco dias depois da inoculagfo das
sementes, foram coletados os segmentos nodais € o
primeiro segmento nodal a partir da jungfo cotiledo-
nar de cada plantula.

Estes segmentos nodais foram transferidos para
novo meio de cultura Murashige & Skoog (1962),
usado integralmente ¢ suplementado com diversas
concentragdes de benzilaminopurina (0,0 - 0,1-10¢
5,0 mgfl) e 4cido naftalenoacético (0,0 - 0,1 e 1,0
mg/l), em todas as combinagOes possiveis, num es-
quema fatorial 4 x 3, totalizando doze tratamentos e
36 parcelas compostas. Cada parcela foi composta por
trés tubos de ensaio com um segmento nodal por tu-
bo. Os segmentos nodais foram culturados durante 45
dias, utilizando tubos de ensaio 2,5 x 15 cm contendo
10 ml de meio de cultura € vedados com tampa pldsti-
ca.

As culturas de germinagdo de sementes € de seg-
mentos nodais foram mantidos em sala de crescimen-
to sob condigdes ambientais controladas, tais como,
fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de escuro,
temperatura de 27° * 1°C e intensidade luminosa de
3.000 tux dada por ldmpada do tipo Growlux.

O material empregado no experimento, como vi-
drarias, pingas e bisturis, foram cuidadosamente lava-
dos com sabdo lfquido neutro comercial € esteriliza-
dos, posteriormente, em estufa tipo hospitalar. Jd o
meio de cultura foi autoclavado, logo apés o seu pre-
paro, a 120°C e 1,3 kg/em? durante 15 a 20 minutos.

Todos os dados foram submetidos 2 andlise de va-
riincia, utilizando-se os nfveis de significAncia de 1 a
5% para o teste F. As médias foram comparadas apli-
cando-se o teste de Tukey ao nfvel de 5%. Para efeitos
de andlise estatfstica, os dados foram transformados
para arc. sen \ ]x + 0,5. Os parametros avaliados no
teste experimental foram: a) nimero total médio de
brotagdes produzidas € b) percentagem média de bro-
tagdes com mais de 1,0 cm.

RESULTADQS E DISCUSSAO

Os reguladores de crescimento benzilamino-
purina (BAP) e 4cido naftalenoacético (ANA)
parecem interagir no que diz respeito nio s6 a
producdo total de brotagdes em Kielmeyera co-

riacea, mas também a producdo de brotagdes
com mais de 1,0 cm (Tabelas 1 a 4). Esta inte-
racio entre os dois reguladores de crescimento
fazem com que a K coriacea seja considerada
como uma daquelas inimeras plantas que, para
uma maior proliferacdo de brotagdes, Skoog &
Miller (1957) trata como dependentes nao s6 de
citocininas mas também de auxinas.

TABELA 1 - Resumo da anélise de varidncia para
micropropagagio (ntimero total mé-
dio de brotagbes) de K. coriacea em di-
versas concentracbes combinadas de
reguladores de crescimento.

Causas de variagdo GL Quadrados médios

¢ significancia

BAP 3 2,5209**
ANA 2 0,1499**
BAP X ANA 6 0,2717**
Resfduo 24 0,0139
Total 35

\
*P < 001

TABELA 2 - Resumo da anilise de varidncia para
micropropagacio (niimero total mé-
dio de brotagdes) de K. coriacea refe-
rente aos desdobramentos da inte-
racio entre os reguladores de cresci-
mento.

. Quadrados médios
d
Causas de variagfio GL e significancia
BAP:ANA (0,0 mg1) 3 0.8266>>
BAP:ANA (0,1 mg1) 3 1,2733%
BAP:ANA (1,0mgn) 3 0,9658**
Resfduo 24 00138
ANA:BAP (00mg1) 2 0,0000
ANA:BAP (0,1 mgi) 2 0,2721%*
ANABAP (1,0mgl) 2 0,0729%
ANA:BAP (40mgl) 2 0,6202**
Resfduo 24 0,139
* P < 0,05
ssp< 001
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TABELA 3 - Resumo da anélise de varidncia para
micropropagacéo (percentagem média
de brotacdes com mais de 1,0 cm) de
K. coriacea em diversas concentracbes
combinadas de reguladores de cresci-

mento.

Causasdevariagio ~ GL  Quadrados médios
-€ significancia

BAP 3 0,9080**
ANA 2 0,2943%*
BAP X ANA 6 0,1545**
Resfduo 24 0,0075
Total 35
*P < 001

TABELA 4 - Resumo da andlise de variadncia para
micropropagacéio (percentagem média
de brotagdes com mais de 1,0 cm) de
K. coriacea referente aos desdobra-
mentos da interagio entre os regula-
dores de crescimento.

Quadrados médios

Causas de variagdo GL  significAncia

BAP:ANA (00mgl) 3 0,8088**
BAP:ANA (0,1 mgt) 3 0,3053**
BAP:ANA (10mgl) 3 0,1030**
Resfduo 2% 0,0075
ANA:BAP (00 mgl) 2 0,0000
ANA:BAP (0,1 mgl) 2 0,7124**
ANA:BAP (10mgl) 2 0,0054
ANABAP (40mgl) 2 0,0400 *
Resfduo 24 0,0075

* P< 005

*sP< 0,01

Além de Skoog & Miller (1957), outros pes-
quisadores refor¢am a hip6tese de que a proli-
feragao de brotos in vitro pode ser maximizada,
como aconteceu com K. coriacea, com 0 empre-
go conjunto de dois ou mais grupos de regula-
dores de crescimento. A nogueira Juglans nigra
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somente prolifera bem em presenga de BAP e
de écido indolbutfrico (IBA), outra auxina em-
pregada em viérios trabalhos (Heile - Sudhoult
et al. 1986). Para Citrus sinensis, a maximizagio
da produgao de brotagdes ocorreu quando BAP
¢ ANA apareciam combinados no meio de cul-
tivo (Pasqual & Ando 1989). E interessante res-
saltar que os niveis em que estes horménios de-
vem aparecer para proporcionar a maior quan-
tidade de brotos emitidos, variam de acordo
com o gendtipo da planta considerada, ¢ que
devem ser determinadas, para cada caso, expe-
rimentalmente. Isto torna dificil estabelecer
comparagdes mais estreitas entre os niveis de
hormonios que levaram aos resultados obtidos
com K. coriacea, com os ja determinados para
as demais espécies citadas em literatura. De
modo geral, as concentragdes das citocininas
$&0 sempre superiores as das auxinas, 0 que
acaba por proporcionar maior taxa de multipli-
cagdo. Quando o contrdrio se verifica, isto &,
quando as concentragdes das citocininas sdo in-
feriores as das auxinas, € comum o surgimento
de rafzes. Em K coriacea, a associac¢do de 0,1
mg/1 de BAP ¢ 1,0 mg/l de ANA, adicionados
a0 meio de cultura proporcionou a formagio de
rafzes em 76% das repetigoes correspondentes
ao referido tratamento.

Para K coriacea, a exemplo do que aconte-
ceu com o aparecimento de raizes, a combi-
nagao de 5,0 mg/l de BAP e 0,1 mg/l de ANA,
de modo geral, foi capaz de proporcionar a
maior emissdo de brotagdes, isto é, 6,3 bro-
tagbes novas por explante inicial, em média
(Tabela 5). Uma boa proliferagao de brotos po-
de ser conduzida, ainda, com o emprego con-
junto de 1,0mg/l de BAP e 1,0 mg/l de ANA,
qual seja, 5,7 novas brotagoes, em média.

Algumas observagdes oportunas devem ser
feitas quanto A qualidade destas novas bro-
taghes assim originadas. Embora numerosas, es-
tas brotagdes sdo atrofiadas e pouco desenvol-
vidas, 0 que as torna nada semelhantes a0 mate-
rial que lhes deu origem. Suas folhas s3o acicu-
ladas, pequenas e disformes, seus internédios,
€xtremamente curtos, € raramente tais brotos
chegam a atingir 1,0 cm de altura. Ao que tudo
indica, estas observagdes coincidem com as fei-
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TABELA S - Niimero total médio de brotagées pro-
duzidas através da cultura in vitro de
segmentos nodais de plantulas de
Kielmeyera coriacea Martius, em meio
Murashige & Skoog (1962) suplemen-

tado com BAP e ANA.
BAP ANA (mg/h)
(mgh) 0,0 0,1 1,0
0,0 1,0 Ab 1,0 Ad 1,0 Ac
0,1 45 Aa 3,0Bc 2,3 Bb
1,0 43 Ba 4,7 ABb 5,7 Aa
5,0 3,7Ba 6,3 Aa 2,7Cb

Obs.: As médias seguidas da mesma letra (maidscula,
para nfveis de ANA e mindscula, para niveis de
BAP) ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey 5%.

tas por Von Arnold (1989), quando salientou o
fato de que, em determinadas situagoes, as cito-
cininas deixam de ser benéficas ¢ passam a ser
maléficas a0 desenvolvimento de materiais cul-
turados in vitro. A espécie K coriacea parece
mostrar-se sensivel a determinadas concen-
tragdes de BAP. Assim, 5,0 mg/l de BAP, apesar
de terem sido interessantes para a produgdo de
novas brotagoes, foram deletérios para a quali-
dade destas mesmas brotagoes.

O tempo de exposicido dos explantes aos va-
rios niveis de BAP empregados neste experi-
mento foi de 45 dias e, segundo as hipGteses de
Vogelmann et al. (1984), que sugerem uma ab-
sor¢io do hormdnio diretamente proporcional
A sua concentragdo no meio, durante todo o
perfodo de cultivo, fica ficil supor que os seg-
mentos de K coriacea culturado sem niveis mais.
elevados de BAP absorvessem maiores quanti-
dades deste. Talvez fosse recomendado, como
Von Arnold (1989) ¢ Von Arnold & Grtinroos
(1986) sugeriram, que o tempo de exposi¢do do
material vegetativo as altas concentragdes de
BAP fosse reduzido, constituindo isso um bom
objeto de estudo para experimentos e estudos
futuros.

A auséncia total de BAP, como aparece na
Tabela 5, no meio de cultura, fez com que os
explantes que receberam inéculo ndo produzis-
sem brotos em abundéincia. Na grande maioria
das parcelas em que BAP ndo aparecia, apenas
uma nova brotagdo era originada, fruto, talvez,
de pequenas quantidades de citocininas endé-
genas do material inoculado. Aqui estd um fato
que vem reforgar ainda mais a idéia de que as
citocininas sao essenciais ao processo de proli-
feragdo de brotos € coincidem com varios resul-
tados encontrados na literatura. Nestas mesmas
parcelas, isto €, onde BAP assumia concen-
tragdes nulas, os niveis de auxinas foram pro-
motores apenas de um leve crescimento da nova
brotagdo.

A Tabela 5 mostra, também, que ao se utili-
zar 0,1 mg/l de BAP, concentrages mais baixas
de ANA devem ser preferidas. Como se pode
ver, para este nivel de BAP o nimero de bro-
tagOes produzidas tende a aumentar na medida
em que as concentragOes da auxina decrescem e
chegam a atingir valores méaximos quando ANA
estd ausente no meio, ou seja 4,5 novas bro-
tagdes por explante inicial, em média. Embora
este valor seja algo inferior ao de 6,3 brotagdes
produzidas com 5,0 mg/l de BAP + 0,1 mg/l de
ANA, ou mesmo 5,7 brotagdes com o uso de
1,0 mg/l de BAP ¢ ANA a qualidade dos brotos
foi superior. Esbarra-se, aqui, num ponto bas-
tante interessante: Nem sempre o tratamento
hormonal que proporciona a maior taxa de
multiplicagdo proporciona, também a melhor
percentagem de brotos de boa qualidade, ou
mesmo brotos com mais de 1,0 cm de altura. O
inverso desta situa¢do, qual seja, o tratamento
que mostrou ser 0 mais indicado para a for-
magio de brotos com mais de 1,0 cm e de boa
qualidade, pode ndo ser 0 mais recomendado
para uma maior multiplicagdo de brotos. Um
“meio-termo”, portanto, deve ser estabelecido.
Um mesmo tratamento deve produzir uma me-
lhor proliferagdo de brotos, a0 mesmo tempo
em que deve garantir maior formagao de reben-
tos de boa qualidade. A auséncia de BAP no
meio de cultivo (Tabela 6), independentemente
das concentragdes de ANA utilizadas, propiciou
0 melhor resultado quanto ao tamanho dos bro-
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TABELA 6 - Percentagem média de brotagoes com
mais de 1,0 cm produzidas através da
cultura in vitfro de segmentos nodais
de plantulas de Kielmeyera coriacea
Martius, em meio Murashige & Skoog
(1962) suplementado com BAP e ANA.

BAP ANA (mg/l)

(mgh) 0,0 0,1 1,0
0,0 100% Aa  100% Aa  100%

0,1 893% Ab  77,7%Bb  36,1% Cb
1,0 11,8% Ac  10,8% Ac 8,9% Ab
50 139% Ac  11,9% Ac 5,5% Bc
A

Obs.. As médias seguidas da mesma letra (maitiscula,
para niveis de ANA e miniscula, para niveis de
BAP) ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey 5%.

tos (100%), muito embora, como j4 foi discuti-
do em pardgrafo anterior, tenha concorrido pa-
ra a pior taxa de multiplicagdo (1,0 broto em
média). Uma excelente produgdo de brotos vi-
gorosos foi conseguida com a administragdo de
0,1 mg/l de BAP ao meio, principalmente quan-
do a concentragdo da auxina foi nula. Em mé-
dia, 89,3% das 4,5 novas brotagdes originadas
por explante inicial eram robustas, normais, de
boa qualidade € com altura superior a 1,0 cm.
Quando ANA assumiu valores de 0,1 mg e 1,0
mg/l, a média percentual para brotagdes com
tais caracteristicas mostrou decréscimos acen-
tuados, ou seja, 77,7% das 3,0 novas brotagdes,
e 36,1% das 2,3 novas brotagdes, respectiva-
mente. As demais combinagOes entre BAP e
ANA testadas apresentaram resultados muito
aquém dos acima discutidos. Os 5,0 mg/l de
BAP + 0,1 mg/l de ANA e 1,0 mg/l de BAP +
1,0 mg/l de ANA que tinham' propotcionado
Otimas taxas de multiplicacdo (6,3 e 5,7 respec-
tivamente) tiveram péssimo desempenho na
producio de rebentos com mais de 1,0 cm, bei-
rando a faixa dos 10% (11,9% e 8,9% mais pre-
cisamente). Isto pode ser explicado, tendo em
vista a competi¢do de nutrientes entre as bro-
tagoes.
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CONCLUSOES

1. M4xima prolifera¢do de brotos foi conse-
guida com o emprego de 5,0 mg/l de BAP + 0,1
mg/l de ANA.

2. A maior percentagem média de brotos
com mais de 1,0 cm foi conseguida em meios
desprovidos de BAP.

3. Maior proliferagao de brotos com mais de
1,0 cm de altura ocorreu com o uso de 0,1 mg/l
de BAP.

3. Maior proliferagao de brotos com mais de
1,0 cm de altura ocorreu com o uso de 0,1 mg/l
de BAP + 0,0 mg/l de ANA.
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