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RESUMO - Segmentos nodais e apicais de K. coriacea foram imergidos em meio basico de M.S.
{Murashige/Skoog, 1962) com seis diferentes concentragBes de benzilaminopurina (BAP). Os
segmentos nodais mostraram maior capacidade de produgéio de brotos (> 1,0 ¢m) que os apicais,
sendo que a methor percentagem de brotos foi conseguida com 0,5 mg/l BAP. Ambos os seg-
mentos sfio sensiveis a niveis elevados de BAP, nfo sendo eficazes para o crescimento ¢ desen-
volvimento dos explantes.

Termos para indexagfio: segmentos nodais, segmentos apicais, cultura de tecidos, micropropaga-
¢lo.

EFFECT OF DIFFERENT EXPLANTS AND BAP CONCENTRATION
ON SHOOT MULTIPLICATION OF KIELMEYERA CORIACEA

ABSTRACT - Nodal and apical segments were immerged in MS medium with six different con-
centrations of benzilaminopurine (BAP). The nodal segments presented greater ability for shoot
production as compared to the apical segments. The percentage of shoots with 1.0 cm or higher
was attained with BAP 0.5 mg/1 using nodal segments. Both types of explants were very sensiti-

ve to high BAP levels and were damaged during growth and development.
Index terms: nodal segments, apical segments, tissue culture, micropropagation.

INTRODUCAO

O género Kielmeyera ¢ proprio dos cerrados
em Minas Gerais. As plantas sdc de pequeno
porte, ¢ os caules, de pequeno didimetro, Apresen-
tam grande interesse econdmico para produgio de
madeira, carvio, celulose, e tanino para indistria
de couros. Da casca extrai-se a matéria-prima
para a fabricagdo de placas para revestimentos
acusticos, térmicos e decorativos (Souza, 1947).
Kielmeyera coriacea é também considerada como
planta medicinal. Segundo Lopes et al. (1977),
esta espécic possui propriedades cercaricidas e
repelentes.

! Aceito para publicaglio em 10 de janeiro de 1994

2 Eng.-Agr., Ph.D., Prof.-Tit., ESAL, Dep. Agric., Caixa Postal
37, CEP 37200-000 Lavras, MG. Bolsista do CNPq.

*Eng.-Agr, M.Sc,, Caixa Postal 170, CEP 13825 Holambra,
SP.

4 Eng.-Agr., Ph.D., Prof.-Adj., ESAL. Bolsista do CNPq.
* Eng.-Agr. Bolsista do CNPq,

Com o crescente desmatamento e utilizagio
dos cerrados, a espécie K. coriacea, vulgarmente
conhecida como “pau-santo”, vem sofrendo nma
exploragfio predatdria e estd extinguindo-se em
muitas regiGes. Sua propagagdo ¢ feita por se-
mente, 0 que resulta em grande desuniformidade
genética das plantas. Além disso, as plantas por
serem oriundas de semente, apresentam um de-
senvolvimento lento.

A micropropagacgio ¢ um método alternativo
de propagagio assexual para K coriacea ¢ outras
espécies florestais.

Assim, vale destacar alguns estudos feitos por
Lee & Rao (1980) sobre a viabilidade de micro-
propagagdo de espécies florestais tropicais, bem
como os de Shipton & Jackes (1986), Mhatre et
al. (1985) e Venketeswaran & Gandhi (1981).

Para a micropropagacio em geral, tecidos
mais adequados devem ser utilizados como ¢x-
plantes. Dessa forma, explantes oriundos de teci-
dos jovens € com maior atividade metabdlica sdo
mais adequados para estimular a formagio de
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calos, conferindo a estes maior potencialidade
morfogenética, isto €, maior facilidade para emi-
tirem brotagdes novas, e principalmente radicu-
las. Neste contexto, os tecidos meristematicos sfio
os mais indicados ¢ compdem-se de numerosas
células ndo vacuolizadas, de alta atividade meta-
bélica, com pouca diferenciagio, e praticamente
isentas de poliploidia e aneuploidia, caracteristi-
cas constantes em tecidos diferenciados. Entre-
tanto, Abbott (1978) afirma que outras partes da
planta podem ser usadas como boas fontes de
explantes. Citam-se os primoérdios foliares, ge-
mas, segmentos caulinares, como; os nédulos, as
dpices caulinares, as raizes, as bases de folhas, os
hipocélitos; e os orgios florais, como: estames,
anteras, ovarios ¢ ¢vulos, que podem ser escolhi-
dos de acordo com a sua afinidade ou sua capaci-
dade de se comportarem bem in vifro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
fontes de explantes e concentragdes de benzila-
minopurina para a multiplicagéio in vitro de Kiel-
meyera coriacea.

MATERIAL E METODOS

Sementes de pau-santo (Kielmeyera coriacea Mar-
tius Guttiferae) foram lavadas em égua corrente por 15
minutos e pré-germinadas no escuro em solugdo aquo-
sa, com 20 mg de 4cido giberélico/100 ml durante
doze horas. Em seguida, retirou-se a casca, € uma nova
lavagem foi feita, em 4gua corrente, por 15 minutos.

A esterilizagfio das sementes ocorreu em cimara de
fluxo laminar, com alcool 70% (30 segundos em imer-
580) e solugéo 0,2% de hipocloerito de sodio com duas
gotas de Tween-20 em 100 ml de 4gua destilada (20
minutos de imersdo); posteriormente, as sementes fo-
ram lavadas por cinco vezes em agua destilada e au-
toclavada.

A imersfio das sementes foi feita em tubos de en-
saio (25 x 150 mm) com 10 ml de meio de cultura por
tubo. Empregou-se o meio M.S. - Murashige & Skoog
(1962) - com as concentragdes de sais reduzidas a
metade, e suplementado com 7,0 g/l de 4gar, 5 mg/l de
acido giberélico e 30 g/l de sacarose.

Segmentos nodais e apicais foram usados como
explantes primdrios e cultivados em meio M.S. suple-
mentado com 7,0 mg/l de agar, 30 g/l de sacarose e
seis diferentes concentragdes de benzilaminopurina
(0,0 -0,5-1,0-20-40 e 8,0 mp/l), em todas as
combinages possiveis, num esquema fatorial 2 x 6,
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com trés repetices. Cada parcela foi composta por
trés tubos de ensaio, com um explante por tubo. Os
segmentos foram cultivbados durante quarenta e cinco
dias.

O pH do meio de cultura foi aferido para 5,8 antes
do processo de autoclavagem (120°C - 1 atm - 20 mi-
nutos). As culturas foram mantidas em sala de cresci-
mento apropriada, nas seguintes condigdes: fotoperio-
do de 16 horas sob luz branca fria do tipo GRO-LUX
(50 pmol.s*.m?), e temperatura de 27 + 1°C.

Para atender as pressuposi¢Bes da andlise de va-
ridncia, foram transformados em arc sen /x+0,5 os
dados referentes is caracteristicas avaliadas: a) ntime-
ro médio de brotagdes produzidas e b) percentagem
média de brotagdes com mais de 1 cm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com referéncia a nimero médio de brotages
e percentagem média de brotagdes com mais de
1,0 cm, observou-se efeito significativo a 1% de
probabilidade quanto ac fator BAP ¢ quanto 3
interagdo explante x BAP. Quanto ao fator ex-
plante, observou-se efeito significativo a 5% so-
mente para nimero médio de brotagdes (Tabe-
la 1). As Fig 1 e 2 possibilitam uma visfo global
sobre os resultados conseguidos neste teste expe-
rimental.

Os segmentos nodais, até 2,0 mg/l de BAP,

TABELA 1. Resumo da analise de variancia refe-
rente ao himero médio de brotagdes e
a percentagem média de brotac¢des com
mais de 1 c¢cm de Kielmeyera coriacea
Martius, com o uso de diferentes ex-
plantes e concentracdes de BAP.

Quadrados médios
Causas Gl
de N°.médio  Percentagem média

variagio de brotagbes de brotagdes (> 1 ¢rh)
BAP 3 1,7204%* 1,8086%*
Explante 1 0,0884* 0,0028
BAP x Explante s 0,4928%* 0,1370**
Residuo 24 0,0119 0,0174
Coeficiente de
variaglio (%) 17.8 16,3

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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apresentaram melhores valores quanto a produgio
média de brotagdes. Destacaram-se as concentra-
gbes 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/l, embora algumas
delas tenham concorrido para a morte do explante
e para a formagdo de brotagdes anormais (Fig. 2).
A K coriacea ¢ bastante sensivel a niveis mais
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elevados de BAP, pois 4,0 e 8,0 mg/l (e até mes-
mo 2,0 mg/l) ndo foram eficazes para o cresci-
mento e desenvolvimento dos explantes (Fig. 1 e
2). Estes resultados reforgam a afirmagio de Ar-
nold (1989) sobre o efeito adverso do BAP em
determinadas situagdes. O tempo de exposigdo

2,0

4,0

(mg/L BAP)
Segmento APICAL

8.0

FIG. 1. Segmentos apicais (SA) de plintulas de Kielmeyera coriacea Martius,
imergidos em meio M.S. suplementado com BAP.
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0.0 0.5 1,0
(mg/L BAP)
Segmento NODAL

FIG. 2. Segmentos nodais (SN) de plintulas de Kielmeyera coriacea Martius,
imergidos em meio ML.S. suplementado com BAP.

dos explantes aos varios niveis de BAP emprega-  gerem uma absorgio do regulador de crescimento
dos neste experimento foi de 45 dias, e, segundo  diretamente proporcional & sua concentragio no
as hipdteses de Vogelmann et al. (1984) - que su-  meio, durante todo o periodo de cultivo -, pode-se
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supor que os segmentos de K. coriacea cultivados
em niveis mais elevados de BAP absorvessem
maiores quantidades deste. Talvez fosse re-
comendado, como Amold (1989) ¢ Amnold &
Grénroos (1986) sugeriram, que o tempo de ex-
posigio do material vegetativo as altas concen-
tragOes de BAP fosse reduzido.

Novamente a auséncia de BAP no meio de
cultura proporcionou pouca ou nenhuma emisséo
de rebentos (Fig 1 e 2), e quando esta emissio
ocorren, foi provavelmente devido 3s citocininas
increntes ao proprio explante. Estes resultados
corroboram os relatos de Arello & Pinto (1993),
embora, devido A auséncia de ANA (Acido nafta-
lenoacético), as brotagSes emitidas se tenham
mostrado menos desenvolvidas do que no menci-
onado trabalho, onde o ANA estava presente. A
maior proliferacio de brotos foi conseguida com
o uso de 0,5 mg/l de BAP, isto é, 7,3 rebentos por
segmento nodal ¢ 4,3 por segmento apical, em
média (Tabela 2). Pode-se notar uma superiorida-
de dos segmentos nodais sobre os segmentos api-
cais quanto 3 proliferacio de brotos para este ni-
vel de citocinina usado (Tabela 1 € Fig. 1 e 2).
Uma possivel explicagfio para este acontecimento
surge na medida em que os segmentos apicais
tendem a se comportar de modo semelhante ao
que aconteceria se estivessem em condigdes natu-
rais, ainda na Arvore, obedecendo 4 dominéncia
da gema apical sobre as outras que, logo abaixo
dela, se avizinham lateralmente. Esta domindncia
do 4pice, em ambas as condigBes, isto €, in vivo e
in vitro, toma dificil, para as gemas laterais, co-
megarem a se desenvolver produzindo novos ra-
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mos ou brotos. Em condig¢Ges in vitro, em face de
um melhor controle sobre os niveis de citocininas
através de seu suprimento exdgeno, a quebra da
dominfincia torna-se mais facil, ¢ a emissio de
novos brotos por outras gemas também fica facili-
tada. Mas esta emissfo de novos rebentos em
segmentos apicais ¢ nitidamente inferior & emis-
sdo originada em segmentos nodais, pois estes
hltimos nfo se encontram sob a referida domi-
nincia do dpice. A mesma explicagio pode ser
reforgada através do fato de que sem o emprego
de BAP (i.c, nivel zero) os segmentos nodais
mostraram-se mais aptos 4 proliferagio de novos
brotos do que os segmentos apicais (Tabela 1).

Exceto no que se refere aos niveis 4,0 ¢
8,0 mg/l de BAP, a qualidade das novas brota-
¢des foi muito boa, destacando-se as originadas
com a auséncia ou com 0,5 mg/l de BAP no meio
de cultura (Fig 1 e 2).

Os niveis mais baixos de BAP levaram pre-
dominantemente a formagio de brotos com altura
superior a 1,0 cm, embora algumas concentragfes
nfo tenham levado s melhores taxas de multipli-
cagdo, como, por exemplo, a auséncia de BAP no
meio. A Tabela 3 mostra que 93,3% e 91,6% das
brotacdes produzidas por segmentos nodais e api-
cais, respectivamente, atingiram maisde 1,0 cm e
foram conseguidas pela administragio de
0,5 mg/l de BAP. Estes resultados foram estatisti-
camente iguais aos conseguidos na auséncia de
BAP para cada tipo de segmento. Em segmentos
apicais, o uso de 1,0 mg/l de BAP foi benéfico
para a formagio de brotagdes com mais de
1,0 cm, resultado superior ac conseguido com o

TABELA 2. Numero médio de brotagbes produzidas através da cultura in vitro de segmentos nodais e api-
cais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius, em meio M.S. suplementado com BAP.

BAP (mg/1)
Explante
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 Meédias
Nodal 2,0Ca 7,3 Aa 5,3 Aba 4,3 Ba 1,0 Db 1,2Da 3,52 a
Apical 1,0 Db 4,3 Ab 3,0Cb 3,6 Bb 34BCa 1,0 Da 2,72b
Médias 1,5D 58A 4,15B 395B 22¢C 1,1D

Meédias seguidas da mesma letra (maiiscula para niveis de BAP e minuscula, para explante) nio diferem, esta-

tisticarnente, pelo teste Tukey a 5%.
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TABELA 3. Percentagem média de brotagdes com mais de 1,0 cm, produzidas através da cultura in vitro de
segmentos nodais e apicais de plantulas de Kielmeyera coriacea Martius, em meio M.S. suple-

mentado com BAP.

BAT (mg/l)
Explante
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0
Nodai 100 Aa 93,3 Aa 12,7 Bb 16,0 Ba 0,0Ca 0,0Ca
Apical 100 Aa 91,6 Ab 77,3 Ba 4,5 CDb 0,0 Da 0,0 Da

Médias seguidas da mesma letra (maitiscula, para niveis de BAP e minuscula, para explante) nfio diferem esta-

tisticamente, pelo teste Tukey a 5%.

mesmo nivel administrado aos segmentos nodais,
ou seja, 77,3% dos rebentos contra apenas 12,7%.
Quanto A concentragfo de 2,0 mg/l de BAP, ape-
sar de ter proporcionado uma boa proliferagio de
brotagfes em segmentos apicais, estes mostraram
brotos com altura muito inferior A apresentada
pelos brotos oriundos dos segmentos nodais. As-
sim, 4,5% das brotagfes tinham altura superior a
1,0 cm em segmentos apicais, € 16,0% dos brotos
mostraram esta caracteristica em segmentos no-
dais.
CONCLUSOES

1. Segmentos nodais mostram maior capacida-
de de produgao de brotos em relagfo aos apicais.

2. A maior taxa de multiplicagdo foi consegui-
da com as concentragles de 0,5 e 1,0 mg/l de
BAP no explante nodal e 0,5 mg/l de BAP no
explante apical.

3. Uma melhor percentagem de brotagdes com
mais de 1,0 cm foi obtida com niveis de até 0,5
mg/l de BAP, independentemente do tipo de ex-
plante.

4. A K coriacea mostrou ser sensivel s altas
dosagens de BAP.
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