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RESUMO

REIS, Bruno Silva. Micropropagacéao e efeito de substratos no crescimento de mudas de
pau-terra (Qualea dichotoma (Mart.) Warm.), 2013. 60 p. (Dissertacdo - M. Sc. em Ciéncia

Florestal) - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina/2013.

Este trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de diferencas no crescimento de
mudas da espécie Qualea dichotoma, ao longo do tempo, no ambiente casa de sombra em
funcdo de diferentes substratos e desenvolver uma metodologia basica de micropropagagéo a
partir de sementes germinadas in vitro. No capitulo 1, utilizaram-se as seguintes composi¢coes
de substratos: 1) Substrato comercial Bioplant ©® (BIO); 2) 70% de vermiculita de
granulometria média (vermiculita) + 30% de casca de arroz carbonizada (VC); 3) 70% de
vermiculita + 15% de casca de arroz carbonizada + 15% de fibra de coco (VCF); 4) 40% de
vermiculita + 30% de casca de arroz carbonizada + 30 % de Bioplant® (VCB). Em cinco
avaliacdes (60, 90, 150, 180 e 210 dias ap0s a emergéncia das plantulas) foram mensuradas as
alturas das mudas (H-cm), em quatro avalia¢fes (120,150, 180 e 210 dias apds a emergéncia
das plantulas) foram mensurados os didmetros do coleto das mudas (DC-mm), em duas
avaliaces (165 e 215 dias apds a emergéncia das plantulas), foram mensurados area foliar
(AF-cm?), comprimento (C-cm), largura (L-cm) e perimetro (P-cm). Aos 215 dias apds a
emergéncia das plantulas, foram feitas as seguintes avaliagdes: peso da matéria seca da parte
aérea (PMSPA-g), peso de matéria seca de raizes (PMSR-g), peso de matéria seca total
(PMST-g), relacdo parte aérea e diametro do coleto (RHDC), relacdo altura da parte aérea e
peso de matéria seca da parte aérea (RHPMSPA) e relacdo peso de matéria seca da parte aérea
e peso de matéria seca das raizes (RPMSPAR). Os substratos VC e VCB apresentaram 0s
melhores resultados em altura, didmetro, perimetro, PMSR e RPMSPAR. Existe diferenca
significativa no crescimento das mudas em fungdo dos substratos, onde os substratos VCB e
VC apresentaram os melhores resultados para a producéo de mudas de Qualea dichotoma. No
capitulo 2, frutos de pau terra (Qualea dichotoma) foram coletados em 12 matrizes. Para a
desinfestacédo in vitro as sementes foram imersas nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos para
cada concentracdo de hipoclorito de sédio (2,5% e 5,0%). Em seguida, inoculou-se uma
semente em cada tubo de ensaio contendo 10 ml do meio de cultura MS para a germinagéo in
vitro. As avaliacGes foram realizadas diariamente, por 25 dias, registrando-se o numero de
sementes germinadas. Das plantas germinadas, in vitro, com aproximadamente 35 dias, foram

retirados dois tipos de explantes (segmentos cotiledonares e segmentos nodais) que foram



inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com a concentragdo de 0,01 mg L™
ANA, constituindo a fase de multiplicacdo, formada pelo cultivo inicial e dois subcultivos
subsequentes. Para o cultivo inicial utilizou-se segmentos cotiledonares e nodais com as
concentracdes de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mg L™ de BA. Para o subcultivo 1 e 2, 0 experimento foi
instalado utilizando concentracdes de 0,4 e 0,6 mg L™ de BA para 0s segmentos nodais, e para
segmentos cotiledonares concentragdes 0,2 e 0,4 mg L™ de BA. Aos 45 dias para o cultivo
inicial avaliou-se o nimero de brotagdes por explante, altura da maior brotacdo e nimero de
raizes emitidas. Aos 60 dias apos a instalacdo dos experimentos subcultivos 1 e 2, avaliou-se
0 numero de brotagdes por explantes e altura da maior brotacdo. Para a fase de alongamento
0s segmentos nodais foram inoculados em meio WPM, com as concentrac¢des de 0,0; 0,03;
0,06 e 0,09 mg L™ de BA, combinados com 0,3 e 0,9 mg L™ de ANA. Aos 60 dias de
alongamento avaliou-se o0 comprimento (cm) da maior brotacdo. Os resultados obtidos
indicam a desinfestacdo de sementes com 2,5% de hipoclorito de sodio durante 15 minutos,
proporcionando germinagdo média in vitro superior a 85%. Para a multiplicagdo é indicado
explantes obtidos de segmentos nodais e a concentracio de 0,6 mg L™ de BA adicionada ao
meio de cultura WPM. Explantes obtidos de segmentos cotiledonares sdo mais indicados para
a emissdo de raizes e as combinacgdes utilizadas de ANA e BA ndo foram eficientes para o

alongamento dos explantes.

Palavras chave: espécie nativa, cultura de tecidos, producao de mudas.
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ABSTRACT

REIS, Bruno Silva. Micropropagation and effect of substrates on the seedlings growth of
Qualea dichotoma (Mart.) Warm., 2013. 60 p. (Dissertation - M. Sc. in Forest Science) -

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina/2013.

This study aimed to evaluate the check of differences in the growth of seedlings of the
species Qualea dichotoma, over time, in the shade environment due to different substrates and
develop basic methodology micropropagation from in vitro germinated seeds. In Chapter 1,
we used the following substrate compositions: 1) Substrate commercial Bioplant ® (BIO), 2)
70% of average particle size of vermiculite (vermiculite) + 30% carbonized rice bark (VC), 3)
70 % vermiculite + 15% carbonized rice bark + 15% coconut fiber (VCF), 4) 40%
vermiculite + 30% carbonized rice bark + 30% Bioplant ® (VCB). In five evaluations (60, 90,
150, 180 and 210 days after emergence of plantlets) were measured heights of seedlings (H-
cm) in four assessments (120.150, 180 and 210 days after emergence of plantlets) were
measured the diameter of the lap (DC-mm) in two evaluations (165 and 215 days after
emergence of plantlets) were measured leaf area (AF-cm?), length (C-cm), width (L-cm) and
perimeter (P-cm). At 215 days after emergence of plantlets, the following assessments were
made: dry weight of aerial (PMSPA-g), dry weight of roots (PMSR-g), weight of total dry
matter (PMST-g), ratio of the aerial and diameter of the lap (RHDC), relative aerial height
and dry weight of aerial (RHPMSPA) and relative dry weight of aerial and dry weight of roots
(RPMSPAR). The VC and VCB substrates showed the best results in height, diameter,
circumference, and PMSR RPMSPAR. A significant difference in seedling growth in relation
to substrates, where the substrates VCB and VC showed the best results for the production of
seedlings Qualea dichotoma. In chapter 2, fruit “stick earth” (Qualea dichotoma) were
collected at 12 dies. Disinfestation in vitro seeds were immersed in times of 5, 10, 15 and 20
minutes for each concentration of sodium hypochlorite (2,5% and 5,0%). Then, a seed was
inoculated into each test tube containing 10 ml the medium culture MS for germination in
vitro. The evaluations were made daily for 25 days, recording the number of germinated
seeds. Plants germinated in vitro for approximately 35 days, were taken two types of explants
(cotyledon segments and nodal) were inoculated in medium culture WPM supplemented with
concentration of 0,01 mg L™ ANA, constituting the phase multiplication, formed by initial
cultivation and two subsequent subcultures. For the initial culture was used cotyledon and

nodal segments with concentrations of 0,1; 0,2; 0,4 and 0,6 mg L™ BA. To subculture 1 and 2,
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the experiment was installed using concentrations of 0,4 and 0,6 mg L™ BA for nodal, is for
cotyledon segments concentrations 0,2 and 0,4 mg L™ BA. At 45 days for initial cultivation
evaluated the number of shoots per explant, height of largest shoot and root number. At 60
days after installation of subcultures experiments 1 and 2, we evaluated the number of shoots
per explants and height of the largest shoot. For the elongation phase nodal segments were
inoculated in medium culture WPM, with concentrations of 0,0; 0,03; 0,06 and 0,09 mg L™
BA combined with 0,3 and 0,9 mg L™* ANA. After 60 days of elongation phase evaluated the
length (cm) of the largest shoot. The results indicate disinfection of seeds with 2.5% sodium
hypochlorite for 15 minutes, giving an average germination in vitro than 85%. For
multiplication is indicated nodal explants obtained from the concentration 0.6 mg L-1 BA
added to WPM. Explants obtained from cotyledon segments are more suitable for the
emission of roots and used combinations of NAA and BA were not efficient for the

elongation of the explants.

Keywords: native species, tissue culture and propagation of seedlings.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de mudas com qualidade, quantidade e diversidade constitui uma das
etapas fundamentais para o estabelecimento de povoamentos com espécies florestais nativas
(Goncalves et al.; 2000). Entretanto, a obtencdo de mudas em quantidade suficiente para o
plantio € um dos principais pontos de estrangulamento dos programas de recuperacdo
ecoldgica de determinada area (Santarelli, 2004).

A propagacéo de espécies nativas pode ser realizada por meio da producdo de mudas
por sementes e propagulos vegetativos em viveiro ou por meio da propagacao in vitro. Estas
técnicas podem assegurar maior confiabilidade em relacdo a sobrevivéncia da planta no
campo, contornando dificuldades de germinacdo e selecionando mudas com caracteristicas
desejaveis (Xavier et al, 2009).

Entre as espécies florestais nativas do cerrado brasileiro com potencial de regeneracédo
de ambientes degradados encontra-se o pau-terra (Qualea dichotoma (Mart.) Warm.). Planta
decidua, heliofila, pioneira, xerdfita, que apresenta dispersdo anemocorica e exibe nitida
preferéncia por terrenos arenosos e altos (Carvalho, 2002).

No intuito de assegurar 0 sucesso da revegetacdo em ambientes degradados com
espécies nativas, estudos tém sido realizados no que se refere a obtencdo de mudas de
qualidade, capazes de resistir as adversidades ambientais ap6s o plantio (Bernardino et al,
2005). Para Qualea dichotoma essas informacGes sdo escassas na literatura, necessitando do
desenvolvimento de pesquisas que abordem a sua propagacao e conservacdo genética.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo verificar o efeito de substratos
na producdo de mudas e desenvolver uma metodologia bésica de micropropagagdo para a

espécie Qualea dichotoma (Warm.).
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CAPITULO 1

Efeito de substratos no crescimento de mudas de pau-terra (Qualea
dichotoma (Mart.) Warm.).

Resumo — Este trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de diferencas no
crescimento de mudas da espécie Qualea dichotoma, ao longo do tempo, no ambiente casa de
sombra em funcédo de diferentes substratos. O experimento foi conduzido no Centro Integrado
de Propagacdo de Espécies Florestais — CIPEF do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), no municipio de
Diamantina/MG. Utilizaram-se as seguintes composi¢des de substratos: 1) Substrato
comercial Bioplant ® (BIO); 2) 70% de vermiculita de granulometria média (vermiculita) +
30% de casca de arroz carbonizada (VC); 3) 70% de vermiculita + 15% de casca de arroz
carbonizada + 15% de fibra de coco (VCF); 4) 40% de vermiculita + 30% de casca de arroz
carbonizada + 30 % de Bioplant® (VCB). Em cinco avaliagdes (60, 90, 150, 180 e 210 dias
apos a emergéncia das plantulas) foram mensuradas as alturas das mudas (H-cm); e em quatro
avaliacdes (120,150, 180 e 210 dias ap0s a emergéncia das plantulas) foram mensurados 0s
diametros do coleto das mudas (DC-mm). O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados (DBC) com 04 tratamentos e 04 repeticdes com 12 mudas. Em duas
avaliacBes (165 e 215 dias ap06s a emergéncia das plantulas), mensurou-se a area foliar (AF-
cm?), comprimento (C-cm), largura (L-cm) e perimetro (P-cm), utilizando-se o delineamento
em blocos casualizados (DBC), com 04 substratos e 04 repeticdes com 04 mudas. Aos 215
dias apds a emergéncia das plantulas, foram feitas as avaliacdes de: peso da matéria seca da
parte aérea (PMSPA-g), peso de matéria seca de raizes (PMSR-g), peso de matéria seca total
(PMST-g), relacdo parte aérea e diametro do coleto (RHDC), relacdo altura da parte aérea e
peso de matéria seca da parte aérea (RHPMSPA) e relacdo peso de matéria seca da parte aérea
e peso de matéria seca das raizes (RPMSPAR). Os substratos VC e VCB apresentaram maior
crescimento ao longo do tempo em altura, didmetro e perimetro; e os melhores resultados para
PMSR e RPMSPAR. Conclui-se que existe diferenca significativa no crescimento de mudas

de Qualea dichotoma em fungéo dos substratos, sendo os substratos VCB e VVC superiores.

Palavras chave: espécie nativa, produgdo de mudas, composi¢do de substratos.
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1. INTRODUCAO

O aumento dos problemas ambientais e a necessidade de recuperacdo de &reas
degradadas tém aumentado o interesse sobre o conhecimento das espécies nativas brasileiras.
Uma das maiores dificuldades na recomposicéo de florestas nativas é a producao de mudas de
espécies que possam suprir os programas de reflorestamento. Apesar dos esforcos e dos
conhecimentos ja acumulados, muitos questionamentos ainda existem e pouco se sabe sobre
grande parte dessas espécies (Moraes, 1998), existindo apenas para aquelas que detém um
maior interesse econdmico (Carvalho, 2000).

A propagacdo de plantas é realizada de duas diferentes formas: sexual e assexual
(vegetativa). A propagacdo por semente € um processo sexual, pois envolve a unido do
gameta masculino, grdo de polen, com o gameta feminino, évulo, para formar a semente. Ja a
propagacao vegetativa € de grande importancia quando se deseja multiplicar um gendtipo que
¢ altamente heterozigoto e que apresenta caracteristicas consideradas superiores, que se
perdem quando propagadas por sementes (Paiva et al.,2005).

Um das formas de propagacdo de plantas € por meio de viveiros florestais que se
destinam a producdo, a0 manejo e a protecdo das mudas até que tenham idades e tamanhos
adequados para serem transportadas ao local de plantio definitivo (Gomes & Paiva, 2004).

A producéo de mudas de espécies nativas é dependente das varidveis relacionadas com
fatores climaticos, com fatores inerentes a prépria planta e atributos (propriedades ou
caracteristicas) do substrato onde ela cresce. Nesse sentido torna-se importante a geragédo e
difusdo de conhecimentos relacionados a espécies com potencial de recuperacdo de areas
degradadas.

O substrato € um insumo importante dentro do sistema de producdo de mudas.
Diferentes materiais tém sido usados para sua composicdo, como a casca de arroz
carbonizada, serragem, turfa, vermiculita, composto organico, esterco bovino, moinha de
carvdo, material de subsolo, bagaco de cana, acicula de pinus e areia lavada (Costa et al.,
2005).

O estudo do arranjo percentual desses componentes é de grande importancia, ja que
poderdo ser fonte de nutrientes, além de fornecerem suporte estrutural ao desenvolvimento
radicular da planta. Dessa forma, algumas propriedades fisicas devem ser consideradas na
escolha do substrato, como sua capacidade de retencéo de &gua, porosidade, 4gua disponivel,

além do baixo custo e disponibilidade nas proximidades da regido de consumo.
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A boa formacdo de mudas destinadas a povoamentos mistos para fins de preservagao
ambiental e ou recuperacdo de areas degradadas conforme Gongalves & Poggiani (1996), esta
relacionada com o nivel de eficiéncia dos substratos.

A espécie Qualea dichotoma (Mart.) Warm. pode ser empregada no reflorestamento
de areas degradadas e de preservacao permanente, por possuir boa adaptacdo a areas abertas e
a terrenos pobres. Apresenta altura de 10-18m, tronco de 40-50cm de didmetro (DAP), folhas
simples, coridceas, glabras na face superior e tomentosas na face inferior, de 6-11cm de
comprimento por 4-5cm de largura. Seu habitat e distribuicdo estdo nos estados de Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e S&o Paulo, no cerrado e nas florestas
semideciduas de altitude e da bacia do Parand. A madeira é moderadamente densa, macia,
textura média, pouco resistente, e de baixa durabilidade quando exposta as intempéries. A
madeira pode ser empregada para tabuado em geral, para estruturas de moveis, forros,
brinquedos em geral, caixotaria, etc. A arvore é extremamente ornamental, principalmente por
sua copa perfeitamente eliptica; presta-se ainda admiravelmente bem para a composicao de
jardins e pracas, bem como, para arborizacdo de jardins e pracas, assim como para
arborizacdo urbana (Lorenzi, 1992).

Diante da importancia da espécie e a necessidade do conhecimento em procedimentos
relacionados com a producdo de mudas de espécies arboreas nativas, o objetivo deste trabalho
foi verificar a existéncia de diferencas no crescimento de mudas da espécie Qualea
dichotoma, ao longo do tempo, no ambiente casa de sombra em funcdo dos diferentes

substratos.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro Integrado de Propagagdo de Espécies
Florestais-CIPEF, do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, no municipio de Diamantina, MG. O CIPEF situa-se a
aproximadamente 1390m de altitude, com coordenadas 18°13" S e 43°35° W. O clima
regional é do tipo Cwb de Kdppen (mesotérmico com verdes brandos e suaves, com estiagens
no inverno). A precipitacdo e temperatura médias anuais sdo de 1404 mm e 18,1°C
respectivamente. Entre os meses de outubro a marco a precipitacdo mensal é superior a 100
mm, representando 86% da precipitacdo anual, sendo janeiro 0 més com o maior valor de

precipitacdo (307mm), enquanto que julho (8 mm) é o de menor volume (Vieira, 2010).

2.1 Obtencgao de sementes de Qualea dichotoma (Mart) Warm.

Foram utilizadas sementes coletadas em 08 matrizes, situado nos limites da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (18°12'17" S e 43°34'08" W), nos
meses de agosto e setembro de 2011. Estas foram acondicionadas em camara fria por nove

meses, até 0 momento da semeadura.

2.2 Caracterizacado dos substratos e recipientes

Foram utilizadas tubetes de 180 cm® contendo as seguintes composices de substratos:
1) Substrato comercial Bioplant ® (BIO); 2) 70% de vermiculita de granulometria média
(vermiculita) + 30% de casca de arroz carbonizada (VC); 3) 70% de vermiculita + 15% de
casca de arroz carbonizada + 15% de fibra de cdco (VCF); 4) 40% de vermiculita + 30% de
casca de arroz carbonizada + 30 % de Bioplant® (VCB).

Foi utilizado o Osmocote® como fertilizante de liberagdo controlada, para todos os
substratos, na dose de 5¢g por litro de substrato. Sua composicédo de N:P,05:K,0 é de 15:09:12
+ Ca, Mg + micronutrientes (S, B, Cu, Mn, Fe e Zn). Segundo as especificacbes técnicas,
quando colocado em substrato umido, a uma temperatura média de 20,1°C libera todos os
nutrientes entre cinco e seis meses.

Amostras dos substratos foram retiradas antes do inicio do experimento para
realizacdo de andlises fisicas (Tabela 1). A andlise fisica foi realizada no laboratério de Fisica
do Solo da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), seguindo a
metodologia Embrapa (1997).
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Tabela 1: Valores médios de densidade seca (Ds), densidade de particulas (Dp), porosidade total (PT),
macroporosidade (Ma), microporosidade (Mic), espaco de aeracdo (EA), dgua disponivel (AD) e capacidade de
retencdo de dgua (CRA), em substratos para producdo de mudas florestais

Substrato  Ds Dp PT Ma Mic EA AD CRA

glem® % m*/m?

BIO 0,32 1,09 75,1 040 035 031 004 030
VC 0,28 1,02 73,3 031 041 030 0,02 0,19
VCF 0,24 1,06 78,4 050 0,28 0,38 0,09 0,35

VCB 0,30 1,12 77,6 047 030 0,48 0,02 0,28
BIO - 100% Bioplant®; VC - 70% Vermiculita + 30% Casca de arroz carbonizada; VCF - 70% Vermiculita +
15% Casca de arroz carbonizada + 15% Fibra de coco; VCB - 40% Vermiculita + 30% Casca de arroz
carbonizada + 30% Bioplant®.

2.3 Semeadura

Em cada tubete foram semeadas trés sementes, as quais foram recobertas por uma
camada de vermiculita de aproximadamente 0,5cm.

Os tubetes de 180 cm® foram arranjados em bandejas de 54 células, suspenso do solo,
mantidos em condicdes de casa de vegetacdo coberta com filme plastico (150 microns de
espessura) e com tela de sombreamento de 50% e sistema de irrigagdo por nebulizador
FOGGER com vazdo de 7 L/h, onde foram realizadas irrigacBes diarias até a completa
emergéncia das plantulas.

Apds a emergéncia das plantulas foram realizados desbastes com a finalidade de

manter uma plantula na posicgéo central do tubete.

2.4 Instalacdo do experimento

Aos 60 dias ap6s a semeadura instalou-se o experimento, onde as mudas foram
mantidas em ambiente de casa de sombra coberta com tela de sombreamento de 50% de
reducdo de luminosidade e sistema de irrigacdo diario por microaspersor bailarina com vazéo
de 85L/h. Os tubetes foram acondicionados em bandejas, de modo que a area para as mudas
dos tubetes de 180 cm?® foi de aproximadamente 82 cm?.

Os dados climatoldgicos de temperatura e higrometria foram registrados durante o
periodo experimental no ambiente casa de sombra pelo sensor local. Foram testados quatro
substratos diferentes (BIO, VC, VCF e VCB), com as mudas de Qualea dichotoma.
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2.5 Variaveis avaliadas

2.5.1 Altura (H) e Diametro (DC)

Aos 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias apds a emergéncia das plantulas foram
mensuradas as alturas das mudas (H-cm) com auxilio de régua milimetrada posicionada no
nivel do substrato até a gema apical. Dessas avalia¢Ges retirou-se do banco de dados a altura
das mudas referente aos 120 dias, devido a um erro de medicao, totalizando cinco avaliagdes.

Aos 120,150, 180 e 210 dias ap0s a emergéncia das plantulas foram mensurados os
didmetros do coleto das mudas (DC-mm) com o auxilio de um paquimetro digital posicionado
no nivel do substrato.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com 04
tratamentos e 04 repeticdes com 12 mudas. O arranjo experimental foi em parcelas subdividas
(parcela principal: substrato e subparcela: tempo).

2.5.2 Area foliar (AF), Comprimento (C), Largura (L) e Perimetro (P)

Aos 165 e 215 dias ap6s a emergéncia das plantulas, foram selecionadas quatro mudas
por repeticdo em cada tratamento de maneira aleatdria, onde os dois foliolos opostos presentes
na parte média das mudas foram amostrados para a obtencdo da area foliar (AF-cm?),
comprimento (C-cm), largura (L-cm) e perimetro (P-cm) com o aparelho Leaf Area Meter
(CI1-203).

O delineamento experimental foi 0 mesmo utilizado no item 2.5.1.

2.5.3 Peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA), Peso de matéria seca de raizes
(PMSR), Peso de matéria seca total (PMST), Relacdo parte aérea e diametro do coleto
(RHDC), Relacdo altura da parte aérea e peso de matéria seca da parte aérea
(RHPMSPA) e Relacdo peso de matéria seca da parte aérea e peso de matéria seca das
raizes (RPMSPAR).

Aos 215 dias apos a emergéncia das plantulas selecionou-se as mesmas mudas do item
anterior. As mudas foram retiradas dos tubetes, destorroadas com auxilio de agua corrente e
subdivididas com auxilio de tesoura em raizes e parte aérea.

Em seguida, a parte aérea e radicial foram separadas em sacos de papel pardo para

secar em estufa de circulacdo forcada a 75 °C até peso constante, o que foi feito por
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amostragem diaria. Para isso, foram realizadas pesagens duas vezes ao dia (12 em 12 horas),
aleatoriamente, verificando se os tratamentos atingiram o peso constante.

Ap0ls a secagem, as amostras foram pesadas em balanca analitica com precisdo de
0,001g para determinacdo das variaveis: peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA-q) e
peso de matéria seca de raizes (PMSR-g) e por meio do somatério das duas varidveis foi
obtido o peso de matéria seca total (PMST-g). Com esses dados foram calculados as relaces
entre: parte aérea e diametro do coleto (RHDC), altura da parte aérea e peso de matéria seca
da parte aérea (RHPMSPA) e peso de matéria seca da parte aérea e peso de matéria seca das
raizes (RPMSPAR).

O Delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com 04

tratamentos e 04 repeticGes com 04 mudas.

2.6 Analise de dados

A normalidade dos dados obtidos foi testada por meio do teste de Lilliefors e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran. Os dados, quando ndo atenderam as
pressuposicoes de ANOVA, foram transformados para log x.

Posterior a essas transformagdes, os dados foram analisados por meio da ANOVA e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 95% de probabilidade com auxilio do programa
Statistical0.0 (Statsoft, 2010). Para efeito de comparagdo entre as curvas de crescimento ao
longo do tempo, originadas com os dados de crescimento em altura e didmetro do coleto das

mudas, utilizou-se o procedimento de Identidade de Modelos (Regazzi, 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a temperatura durante o periodo experimental, observou-se varia¢do de
15°C a 22°C (Figura 1). A umidade relativa oscilou entre 75 a 85%, com excecdo de uma
gueda na umidade do ambiente no més de julho. Optou-se pela exclusdo da avaliagédo da
altura (H-cm) aos 120 dias apds a emergéncia das plantulas, visto que esta variavel foi afetada

por um erro de medicao.
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Figura 1: Resumo dos dados climatoldgicos de temperatura e higrometria observados durante a condugao dos

experimentos no ambiente casa de sombra.

3.1 Variaveis avaliadas

3.1.1 Altura (H)

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na altura das mudas em fungéo da
interacdo substrato x tempo, e dos fatores substrato e tempo (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo da analise de variancia para a variavel altura (H-cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.)
Warm., em quatro substratos, considerando-se avaliagdes mensais (tempo) em ambiente casa de sombra

FV GL QM
Bloco 3 21,16
Substrato 3 95,57
Residuo (a) 9 7,88
CVexp. (%) (a) - 21,11
Tempo 4 607,53
Substrato * Tempo 12 5,30
Residuo (b) 48 1,65
CVexp. (%) (b) - 9,66

* Significativo a 95% de probabilidade pelo teste F. FV = fonte de varia¢do, GL = Grau de liberdade, QM =
Quadrado médio e CV.y, (%) = coeficiente de variacéo experimental.

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas de crescimento em altura (cm) da espécie
Qualea dichotoma ao longo do tempo para os diferentes substratos. E possivel notar a

tendéncia de crescimento das mudas para todos os substratos.



24

25
20 - * &
* [ |
E 15
= = *BID
; ve
L]
£ 10
< . VCF
X VCB
5 | »
0 T T T T T T |
0] 30 60 90 120 150 180 210
Tempo (dias)

Figura 2: Curva de crescimento em altura (cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. avaliadas aos 60,
90, 150, 180 e 210 dias de idade, nos quatros substratos em ambiente casa de sombra. Substratos: BIO =
Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita + 15% casca de
arroz carbonizada + 15% fibra de c6co, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30%
bioplant.

O teste de Identidade de Modelos (Regazzi, 1999) para os substratos que apresentaram
tendéncia linear, detectou diferencas significativas entre as curvas de crescimento em altura

das mudas de Qualea dichotoma em funcédo do tempo (Figura 3).

25

= = ]
o wu o
L 1 1

Altura (cm)

wul
I

o

Tempeo (dias)

VC=VCB =-0,34576 + 0,105126 *T R’ aj: 0,9233

VCF = -0,41335 + 0,75995 *T R? aj: 0,7622
Figura 3: Curva de crescimento em altura (cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. avaliadas aos
60, 90, 150, 180 e 210 dias de idade, nos trés substratos em ambiente casa de sombra. Substratos: VC = 70%
vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita + 15% casca de arroz carbonizada +
15% fibra de coco, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30% bioplant. : valores
significativos a 5% de significancia pelo teste T.

As curvas apresentadas pelos substratos VC e VCB mostraram-se semelhantes,
enquanto o substrato VCF foi inferior aos demais (Figura 3). As tendéncias lineares dos
substratos citados acima demonstram o potencial de crescimento em altura ao longo do
tempo.

Para o substrato BIO (Figura 4), o crescimento em altura das mudas apresentou

tendéncia quadratica, representando o inicio da estagnacdo de crescimento das mudas aos 210
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dias. Santos et al. (2007), obtiveram resultados semelhantes para altura média (21,5cm) com
Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. quando utilizou-se o substrato comercial

Bioplant.

= N N
wu Q wu

Altura (cm)

=
Q

+ BIO

wu

o]

o] ’3;0 6‘0 9‘0 1;0 1&0 1‘80 2‘10
Tempo (dias)
BIO = -7,09107 + 0,233879"*T - 0,00047 *T? R?aj: 0,9744
Figura 4: Curva de crescimento em altura (cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.)Warm. avaliadas aos 60,
90, 150, 180 e 210 dias de idade, no substrato BIO ( Bioplant) em ambiente casa de sombra. : valores
significativos a 5% de significancia pelo teste T.

Estudos relacionados a producdo de mudas de espécies florestais tém mostrado grande
diversidade quanto a composicdo de substratos no processo de producdo de mudas das
diferentes espécies (Braga, 2006). Observou-se neste trabalho, que os substratos VC e VCB
(Figura 3) proporcionaram maior crescimento em altura ao longo do tempo para a espécie
Qualea dichotoma.

O desempenho inferior do substrato VCF pode estar relacionado com a sua
constituicdo que apresenta fibra de coco e consequentemente retém mais agua (Tabela 1), pois
a espécie Qualea dichotoma apresenta maior ocorréncia sob condi¢cdes de melhor drenagem
(Lorenzi, 1992).

A altura é considerada como um dos mais importantes variaveis para estimar o
crescimento no campo, além do que sua medicdo ndo acarreta a destruicdo delas, sendo
tecnicamente aceita como uma boa medida do potencial de desempenho das mudas (Mexal &
Lands, 1990).

3.1.2 Diametro (DC)

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) no didmetro das mudas em

funcédo dos tempos (Tabela 3).
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Tabela 3: Resumo da analise de variancia para a variavel didmetro do coleto (DC'-mm) de mudas de Qualea
dichotoma (Mart.) Warm., em quatro substratos, considerando-se avaliagbes mensais (tempo) no ambiente casa
de sombra

FV GL QM
Bloco 3 0,02292
Substrato 3 0,06364™
Residuo (a) 9 0,01964
CVexp. (%) (a) - 25,2472
Tempo 3 0,25069"
Substrato * Tempo 9 0,00432™
Residuo (b) 36 0,00359
CVexp. (%) (b) - 10,7942

* Significativo e "* ndo significativo a 95% de probabilidade pelo teste F. FV = fonte de variacdo, GL = Grau de
liberdade, QM = Quadrado medio e CV., (%) = coeficiente de variacéo experimental. L.Dados transformados
para Log x em virtude de ndo apresentarem normalidade pelo teste de Lillifors.

E possivel notar a tendéncia linear de crescimento em didmetro das mudas nos
diferentes substratos, evidenciando o aumento gradativo, especialmente nas trés primeiras

avaliacdes (Figura 5).

6 .
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0 T T T 1
90 120 150 180 210
Tempo(dias)

Figura 5: Curva de crescimento em didmetro (mm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. avaliadas aos
120, 150, 180 e 210 dias de idade, nos quatros substratos em ambiente casa de sombra. Substratos: BIO =
Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita + 15% casca de
arroz carbonizada + 15% fibra de cdco, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30%
bioplant.

O teste de Identidade de Modelos (Regazzi, 1999), detectou diferencas significativas
entre as curvas de crescimento em didmetro das mudas de Qualea dichotoma ao longo do
tempo (Figura 6), onde os substratos BIO, VC, e VCB apresentaram curvas semelhantes entre

si e foram estatiscamente superiores ao substrato VCF.
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3 |
/ + BIO=VC=VCB

Didmetro (mm)

2 HVCF
.
0 T T T 1
a0 120 150 180 210
Tempo (dias)
BIO=VC=VCB = -0,36512 + 0,026713™*T R? aj:0, 5597
VCF = 0,072829 + 0,017814™*T R? aj: 0,6455

Figura 6: Curva de crescimento em diametro (mm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. avaliadas aos
120, 150, 180 e 210 dias de idade, nos quatros substratos em ambiente casa de sombra. Substratos: BIO =
Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita + 15% casca de
arroz carbonizada + 15% fibra de céco, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30%
bioplant.

Sugere-se que a superioridade dos diametros nos substratos BIO, VC e VCB em
relagdo ao VCF, possa ser explicada pela presenca de casca de arroz carbonizada em suas
formulacGes e consequentemente reteria menos agua (Lopes et al. 2007), caracteristica
desejavel para um bom desenvolvimento das mudas de Qualea dichotoma.

A maior capacidade de retencdo de &gua no substrato VCF esté relacionada com a
presenca de fibra de cbco em sua formulagdo, pois tem grande capacidade de absorgédo e
retencdo de agua (Figliolia et al., 1993). No entanto em alguns casos 0 excesso de agua no
substrato pode prejudicar o desenvolvimento e o crescimento da planta, pela falta de oxigénio
para a raiz (Musgrave, 1994), provavelmente uma explicacdo para 0 menor crescimento em
diametro das mudas de Qualea dichotoma no substrato VCF.

O crescimento em diametro depende das atividades cambiais, que por sua vez é
estimulada a partir de carboidratos produzidos pela fotossintese e horménios translocados das
regides apicais. Logo, o crescimento em didmetro é um bom indicador da assimilacéo liquida,
ja que depende da fotossintese corrente. Plantas em estadio inicial de desenvolvimento,
anterior a fase reprodutiva, crescem rapidamente tanto em extensdo como em diametro.
Conforme aumentam de tamanho, gradualmente assumem sua forma e alcangam o equilibrio
na razdo parte aérea/parte subterranea (Larcher, 2004).

O diametro do coleto tem sido reconhecido como um dos melhores indicadores de
padrdo de qualidade. As mudas de pequeno didmetro e muito altas sdo consideradas de
qualidade inferior as menores, mas com maior diametro de colo. Um maior diametro do colo,
segundo Sturion & Antunes (2000), esta associado a uma maior sobrevivéncia e crescimento

mais acentuado do sistema radicular e da parte aérea da muda apos o plantio no campo.
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3.1.3 Area foliar (AF), Comprimento (C), Largura (L) e Perimetro (P)
Os resumos das andlises de variancias dos dados de Area foliar (AF-cm?),
Comprimento (C-cm), Largura (L-cm) e Perimetro (P-cm) das mudas de Qualea dichotma

(Warm.) avaliadas aos 165 e 215 dias ap0s a semeadura estdo na Tabela 4.

Tabela 4: Resumo da analise de variancia para as variaveis Area foliar (AF-cm?), comprimento (C-cm), largura
(L-cm) e perimetro (P-cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm., em quatro substratos, aos 165 e 215
dias ap6s a emergéncia das plantulas, no ambiente casa de sombra

FV GL QM
AF ct L! p?
Bloco 3 58,565 0,789 0,345 0,049
Substrato 3 6,357" 6,458™ 0,967™ 0,997
Residuo (a) 9 15,966 1,839 0,279 0,023
CVexp (%) (2) - 38,395 29,929 19,002 13,672
Tempo 1 37,336 6,547 1,425 0,263
Substrato Tempo 3 0,855 0,071" 0,038" 0,010"
Residuo (b) 12 0,242 0,089 0,071 0,010
CVexp (%) () - 4,726 6,594 26,146 8,916

" Significativo e " ndo significativo a 95% de probabilidade pelo teste F. FV = fonte de variacdo, GL = Grau de
liberdade, QM = Quadrado médio e CV, (%) = coeficiente de variagdo experimental. L. Dados originais. *-
Dados transformados para Log x em virtude de ndo apresentarem normalidade pelo teste de Lillifors.

De acordo com a ANOVA, houve efeito significativo da interacdo substrato x tempo
para a area foliar. Ja para a caracteristica substrato, houve efeito significativo somente para o
perimetro. Todas as variaveis avaliadas foram estatisticamente significativas ao longo do
tempo (50 dias).

De acordo com a Tabela 5, ndo ocorreu diferenca significativa para a média de area
foliar quando se estudou o efeito do substrato em cada tempo (165 e 215 dias). Porém, pode-
se afirmar que a média de area foliar foi significativa (p<0,05) com o passar do tempo para
todos os substratos.

Tabela 5: Valores médios para a variavel area foliar (cm?) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm., em
fungdo dos tempos e dos substratos: BIO = Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada,
VCF = 70% vermiculita + 15% casca de arroz carbonizada + 15% fibra de c6co, VCB = 40% vermiculita + 30%
casca de arroz carbonizada + 30% bioplant

Substratos Tempo em dias
165 215
BIO 9,27Aa 11,37Ba
VC 8,68Aa 10,28Ba
VCF 6,70Aa 8,54Ba
VCB 8,66Aa 11,75Ba

A,B - em cada linha, médias seguidas de letra iguais maitscula nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).
a,b — em cada coluna,médias seguidas de letra iguais mindscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).
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O substrato VCF apresentou a menor area foliar, o que significa, de acordo com Vieira
etal. (2011), inferioridade na quantidade de carbono alocado na biomassa vegetal. Lenhard et
al. (2010), estudando éarea foliar de mudas de Pau ferro (Caesalpinea ferrea) observaram
diferencas significativas entre os tipos de substratos e o decréscimo no crescimento da
superficie da folha.

De acordo com a Tabela 6, os substratos BIO, VC e VCB foram semelhantes entre si e

superiores ao substrato VCF para o perimetro de mudas.

Tabela 6: Valores médios do perimetro (P-cm) de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm. em funcao dos
substratos: BIO = Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita +
15% casca de arroz carbonizada + 15% fibra de c6co, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada
+ 30% bioplant

SUBSTRATOS
VARIAVEL BIO VC \/CF \VVCB
Perimetro (cm) 1,27 A 1,31 A 1,04 B 1,29 A

Letras mailsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 95,0% de
probabilidade.

Favarin et al. (2002) indicam o perimetro como importante na representacdo de
produtividade, j& que o processo fotossintético depende da interceptacdo (perimetro foliar) da
energia luminosa e a conversdo em energia quimica. Ou seja, quanto maior o perimetro da

folha melhor seré a capacidade fotossintética e respiratoria.

3.1.3 Peso de matéria seca da parte aérea, peso de matéria seca da raiz, peso de matéria
seca total, relacdes entre: altura da parte aérea e diametro de coleto; altura e peso de
matéria seca da parte aérea; peso de matéria seca da parte aérea e peso de matéria seca

daraiz.

De acordo com a ANOVA (Tabela 7), foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) para o0 peso de matéria seca das raizes (PMSR-g) e para a relacdo peso de matéria
seca da parte aérea e peso de matéria seca das raizes (RMSPAR).
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Tabela 7: Resumo da anélise de variancia das varidveis de avaliacdo da qualidade de mudas de Qualea
dichotoma (Mart.) Warm., em quatro substratos, aos 215 dias no ambiente casa de sombra. Matéria seca da parte
aérea (PMSPA-g), matéria seca da raiz (PMSR-g), matéria seca total (PMST-g), relacdo entre altura da parte
aérea e diametro do coleto (RHDC), relacdo entre a altura e peso da matéria seca da parte aérea (RHMSPA) e
relagdo entre peso da matéria seca da parte aérea e peso da matéria seca da raiz (RMSPAR)

FV GL QM

PMSPA PMSR PMST RHDC RHPMSPA RMSPAR
Bloco 3 01287 00051 01329 02956 10,771 2,8301
Substrato 3 05620® 0,0857" 1,0534™ 0,0070™ 20,940" 20,0022"
Erro 9 0183 00149 02840 111438 24,972 0,8605
CVey (%) - 2535 3424 2603 2218 3180 15,87

Significativo e ™ ndo significativo a 95% de probabilidade pelo teste F. FV = fonte de variacdo, GL =
Grau de liberdade, QM = Quadrado médio e CV.y, (%) = coeficiente de variacéo experimental.

O substrato VVC apresentou 0 maior peso de matéria seca das raizes (PMSR) e foi
superior ao substrato VCF (Tabela 8). Gomes 2001, relatou que quanto maior o peso da
materia seca das raizes melhor sera a sobrevivéncia e o crescimento inicial das mudas
no campo.

Foi observada menor relagdo entre peso de matéria seca da parte aérea e peso de
matéria seca das raizes (RMSPAR) para os tratamentos BIO, VC e VCB evidenciando
uma maior alocacdo de recursos nas raizes. Este fato pode ser explicado pela maior
tuberosidade na raiz principal e menor peso da parte aérea (Tabela 8). Esta baixa razdo
pode ser atribuida a uma caracteristica marcante das espécies arbdreas existentes no
bioma cerrado, que é o crescimento muito intenso da raiz em relacdo a parte aérea
(Godoy & Felippe, 1992), assim como acontece em espécies de outros ambientes
considerados estressantes (Crick & Grime, 1987). Acredita-se que, quando 0s nutrientes
s30 escassos, as espécies reduzem sua taxa de crescimento e aumentam a alocagdo de
biomassa para as raizes, sendo este um mecanismo de adquirir recursos através de
ajustes de plasticidade morfoldgica. Muitos autores atribuem este alto investimento em
parte subterrdnea a deficiéncia hidrica nas camadas superficiais do solo e/ou a baixa
fertilidade caracteristica de cerrado (Huante et al, 1995).

A relacdo entre peso de matéria seca da parte aérea e peso de matéria seca das
raizes (RMSPAR) é considerado como um indice eficiente e seguro para avaliar a
qualidade de mudas, onde quanto menor o valor do indice melhor é a qualidade da

muda (Parviainen, 1981).



Tabela 8: Valores médios das variaveis de mudas de Qualea dichotoma (Mart.) Warm., aos 215 dias em
ambiente de casa de sombra em funcdo dos substratos: BIO = Bioplant, VC = 70% vermiculita + 30%
casca de arroz carbonizada, VCF = 70% vermiculita + 15% casca de arroz carbonizada + 15% fibra de
cdco, VCB = 40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30% bioplant. Peso de matéria seca
da parte aérea (PMSPA),peso de matéria seca da raiz (PMSR), peso de matéria seca total (PMST),
relagdo entre altura da parte aérea e diametro do coleto (RHDC), relacdo entre altura e peso da matéria
seca da parte aérea (RHMSPA) e relacdo entre peso de matéria seca da parte aérea e peso de matéria seca
da raiz (RMSPAR)

SUBSTRATOS
VARIAVEIS BIO VC VCF VCB
PMSPA (g) 1,55A 2,20A 1,31A 1,68A
PMSR () 0,34 AB 0,50 A 0,16B 0,41 AB
PMST () 1,89A 2,31A 1,48A 2,09A
RHDC 477A 4.87A 4,83A 4,79A
RHPMSPA 17,17A 12,51A 17,53A 15,63A
RMSPAR 5,09 B 4,90 B 9,14A 421B

Letras mailsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 95,0% de
probabilidade.

A altura da parte aérea combinada com o didametro do coleto constitui um dos
mais importantes variaveis morfologicos para estimar o crescimento das mudas apos o
plantio definitivo no campo. O valor resultante da divisdo da altura da parte aérea pelo
seu respectivo diametro do coleto exprime o equilibrio de crescimento, relacionando
esses dois importantes variaveis morfoldgicos em apenas um indice (Carneiro, 1995),
também denominado de quociente de robustez, sendo considerado um dos mais
precisos, pois fornece informacgdes de quanto delgada esta a muda (Johnson & Cline,
1991).
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4) CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e as condi¢fes experimentais adotadas conclui-se

que:

» Existe diferenca significativa no crescimento de mudas de Qualea dichotoma em

funcdo dos substratos.

» Os substratos VCB (40% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada + 30%
Bioplant ®) e VC (70% vermiculita + 30% casca de arroz carbonizada) apresentaram

os melhores resultados para a producdo de mudas de Qualea dichotoma.
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CAPITULO 2

Micropropagacao de pau-terra (Qualea dichotoma (Mart.) Warm.).

Resumo - O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia bésica de
micropropagacao a partir de sementes germinadas in vitro de pau-terra (Qualea dichotoma).
Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Melhoramento Florestal da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, em Diamantina/MG.
Frutos de pau-terra (Qualea dichotoma) foram coletados em 12 matrizes. Para a desinfestacéo
in vitro, as sementes foram imersas nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos em solucdo de
hipoclorito de sodio (2,5% e 5,0%). Inoculou-se uma semente em cada tubo de ensaio
contendo 10 ml do meio de cultura MS para a germinagéo in vitro. As avaliagdes foram
realizadas diariamente, por 25 dias, registrando-se o0 numero de sementes germinadas.
Adotou-se um delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4, com 4
repeticdes e 6 sementes por repeticdo. Das plantas germinadas in vitro, com aproximadamente
35 dias, foram retirados dois tipos de explantes (segmentos cotiledonares e segmentos nodais)
que foram inoculados em meio de cultura WPM, suplementado com a concentracdo de 0,01
mg L™ de ANA, constituindo a fase de multiplicacio, formada pelo cultivo inicial e dois
subcultivos subsequentes. Para o cultivo inicial utilizou-se segmentos cotiledonares e nodais
combinados com as concentracdes de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mg L™ de BA. Adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4, com 4
repeticdes e 5 explantes por repeticdo. Para o subcultivo 1 e 2, o experimento foi instalado
utilizando concentracées de 0,4 e 0,6 mg L™ de BAP para os segmentos nodais e para 0s
segmentos cotiledonares concentracdes de 0,2 e 0,4 mg L™ de BA. Adotou-se o delineamento
experimental inteiramente casualisado com 4 repeticOes e 5 explantes por repeticdo. Aos 45
dias avaliou-se 0 nimero de brotacbes por explante, altura da maior brotacdo e nimero de
raizes emitidas para o cultivo inicial. Aos 60 dias ap6s a instalacdo dos experimentos
subcultivos 1 e 2, avaliou-se o nimero de brotacGes por explantes e altura da maior brotag&o.
Para a fase de alongamento os segmentos nodais foram inoculados em meio WPM, com as
concentracdes de 0,0; 0,03; 0,06 € 0,09 mg L™ de BA, combinados com 0,3 € 0,9 mg L™ de
ANA. Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial
4x2, com 4 repeticOes e 4 explantes por repeticdo. Aos 60 dias de alongamento avaliou-se o

comprimento (cm) da maior brotacdo. Os resultados obtidos indicam desinfestacdo de
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sementes com 2,5% de hipoclorito de sodio durante 15 minutos proporcionando germinagao
média in vitro superior a 85%. Para a multiplicagdo € indicado explantes obtidos de
segmentos nodais e a concentracdo de 0,6 mg L™ de BA adicionada ao meio de cultura.
Explantes obtidos de segmentos cotiledonares sdo mais indicados para a emissao de raizes. As

combinac0es utilizadas de ANA e BA nédo foram eficientes para o alongamento dos explantes.

Palavras chave: cultura de tecidos, multiplicacdo in vitro, espécie nativa.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil depois da floresta amaz6nica, abriga
uma grande biodiversidade e é listado como um dos ecossistemas mais ameacados (hotspots)
do mundo (Mittermeier et al., 1999). Sua flora é muito rica e a maioria de suas espécies
apresenta multiplos usos para o homem: alimenticio, tanifero, condimentar, corticeiro,
medicinal, téxtil, produtor de latex, apicola e ornamental, entre outros (Maroni et al., 2006).

O género Qualea pertence a familia VVochysiaceae e se distribui amplamente pelos
cerrados brasileiros. Dentre suas espécies, a Qualea dichotoma possui boa adaptacao a areas
abertas e a terrenos pobres (Lorenzi, 1992), caracteristicas indicadas para o reflorestamento de
areas degradadas. Contudo, informacbes sobre a propagacdo de Qualea dichotoma sdo
escassas na literatura. Nesse sentido, € importante o desenvolvimento de procedimentos
basicos que permitam o melhor aproveitamento dessa espeécie.

A micropropagacdo é uma alternativa para conservacdo e utilizacdo de espécies
nativas, pois pode contornar limitagdes da propagacgédo sexuada, como a baixa disponibilidade
de sementes e dificuldades na germinacdo e armazenamento. Esta técnica visa cultivar
células, 6rgédos e/ou tecidos isolados da planta mée, sob condicBes controladas e assépticas.
Permite a multiplicacdo de genotipos selecionados e o cultivo de espécies de ciclo longo em
curto periodo de tempo, onde as condi¢Bes controladas de luz e temperatura favorecem o
desenvolvimento continuo da espécie.

No entanto para sua efetiva utilizacdo a micropropagacdo necessita de ajustes para
cada espécie ou gendtipo, pois esses apresentam especificidades quanto a necessidade de
nutrientes e reguladores de crescimento.

Entre os reguladores de crescimento de plantas mais conhecidos e de interesses na
propagacdo de plantas, destacam-se as auxinas e as citocininas. O equilibrio entre auxina e
citocinina é umas das relagdes primarias na propagacdo de plantas, em que uma alta relacao
auxina/citocinina favorece o enraizamento; uma baixa relagdo favorece a formacgdo de
brotacdes; e um alto nivel de ambos favorece o desenvolvimento de calo (Xavier et al, 2009).

Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a micropropagacao, devendo ser
considerados aspectos como, o nivel de diferenciagdo do tecido utilizado, e a finalidade da
micropropagacdo. Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, em vista
da totipoténcia das células vegetais. Na pratica, entretanto, procuram-se usar explantes que
contenham maior proporcdo de tecido meristematico ou que tenham maior capacidade de

expressar a totipoténcia (Grattapaglia & Machado, 1998). O estado fisioldgico das plantas
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matrizes também deve ser observado, pois plantas bem nutridas e sem sintomas de estresse
hidrico fornecem explantes melhores (Grattaplagia & Machado, 1998).

Na micropropagacdo os estadios de desenvolvimento incluem basicamente a selecéo
do explante e obtencdo de uma cultura livre de contaminates, a multiplicacdo dos propagulos
vegetativos, 0 enraizamento e a aclimatacdo das mudas obtidas na condi¢do ex vitro. A
germinacdo in vitro pode ser considerada como uma etapa inicial no desenvolvimento de uma
metodologia de micropropagacdo, gerando informacdes basicas para posteriormente se ajustar
protocolos de multiplicacéo de arvores selecionados.

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia bésica
de micropropagagdo a partir de sementes germinadas in vitro de pau-terra (Qualea

dichotoma).



41

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Sementes de pau-terra (Qualea dichotoma) foram coletados em 12 matrizes
localizadas préximo a cidade de Mendanha — MG (18° 12' 66" S e 43° 51' 68" W), nos meses
de junho e julho de 2012. Apo6s o beneficiamento, as sementes foram acondicionadas em
camara fria durante 15 dias até o inicio dos experimentos.

Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de Melhoramento Florestal
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, localizada em
Diamantina — MG, durante o periodo de agosto/2012 a maio/2013.

2.2 Estabelecimento das culturas assépticas

Para a desinfestacdo in vitro, as sementes foram lavadas previamente com agua
deionizada e colocadas em camera de fluxo laminar, onde foram enxaguadas com &agua
deionizada autoclavada. Posteriormente, as sementes foram imersas em solucdo de alcool
70% por um minuto e em seguida em solucdo de hipoclorito de sddio, sendo adicionados 4 a 5
gotas de Tween 20 para cada 100 ml de solucdo. Foram preparadas duas solucbes de
hipoclorito de s6dio com as seguintes concentracdes: 2,5% e 5,0%. Os tempos de imersdo
utilizados foram 5, 10, 15 e 20 minutos para cada concentracdo de hipoclorito de sédio,
totalizando oito tratamentos. ApOs os tratamentos de desinfestacdo, as sementes foram
novamente enxaguadas com agua deionizada autoclavada.

Todos os tratamentos receberam 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose e 7g
L de 4gar MERCK®, tiveram pH (potencial hidrogeniénico) ajustado para 5,7 + 0,1 e foram
autoclavados por 15 minutos a temperatura de 121°C e pressao de latm.

Apo6s o resfriamento do meio de cultura, inoculou-se uma semente em cada tubo de
ensaio (25mm x 150mm) contendo 10 ml do meio de cultura (tabela 1) composto por sais e
vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962) para a germinag&o in vitro.

Em seguida, estes foram transferidos para sala de Cultura sob fotoperiodo de 16 horas,

intensidade luminosa de aproximadamente 40 umol m? s™ e temperatura de 25 + 2°C.
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Tabela 1: Composicdo do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) utilizado na germinacéo in vitro de
pau-terra (Qualea dichotoma)

Composto Formula Quimica Concentracéo mg L™

Macronutrientes

Nitrato de Amonio NH4NO3 1.650,0
Nitrato de Potassio KNOs3 1.900,0
Cloreto de Calcio CaCl,.2H,0 440,0
Sulfato de Potassio K>SO, -
Nitrato de Calcio Ca(NO3)2.4H,0 -
Fosfato de Potassio KH,PO, 170,0
Sulfato de Magnésio MgS0O,.7H,0 370,0
Micronutrientes

Acido Bérico Hs;BO; 6,2
Molibidato de Sédio NaMo00O,.2H,0 0,25
Cloreto de Cobalto CoCl,.6H,0 0,025
Sulfato de Manganés MnSQ4.H,0 16,9
Sulfato de Zinco ZnS04.7H,0 8,6
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 0,025
lodeto de Potassio Kl 0,83
FeEEDTA

Sodio EDTA NaE.D.T.A. 37,2
Sulfato de Ferro Fe,(SO4); 27,8
Vitaminas

Acido Nicotinico - 0,5
Piridoxina.HCL - 0,1
Tiamina.HCL - 0,1
Glicina - 2,0

As avaliacdes foram realizadas diariamente, por 25 dias, registrando-se 0 nimero de
sementes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas (plantas) as que
apresentavam comprimento radicular maior que dois milimetros.

Adotou-se um delineamento inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4
(2 concentracBes e 4 tempos de imersdo em hipoclorito de sodio) com 4 repeticdes e 6
sementes por repeticao.

A normalidade dos dados obtidos foi testada por meio do teste de Lilliefors e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran. Os dados foram analisados por meio de
analise de variancia e pela andlise estatistica descritiva utilizando o software Statistica 10.0
(Statsoft, 2010).
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2.3 Multiplicagdo de gemas axilares

Das plantas germinadas in vitro, com aproximadamente 35 dias, isentas de
contaminacdo por microorganismos, foram retirados dois tipos de explantes (segmentos
cotiledonares e segmentos nodais, com tamanho de 1,00 £ 0,1 cm) contendo pelo menos um
par de gemas axilares.

Utilizou-se 0 meio WPM - Wood Plant Medium (LlIoyd & McCown, 1981) com 100%
da concentragdo dos sais e vitaminas (Tabela 2), suplementado com 100 mg L™ de mio-
inositol, 800 mg L* de PVP, 20 g L' de sacarose, 59 L de 4gar MERCK®, 6-
benzilaminopurina (BA) em concentragbes diferenciadas e 0,01 mg L™ de A&cido
naftalenoacético (ANA). O pH foi ajustado para 5,8 + 0,01 e em seguida o meio foi

autoclavado por 15 minutos a temperatura de 121°C e pressao de latm.

Tabela 2: Composi¢do do meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1981) utilizado na multiplicagéo in vitro
de pau-terra (Qualea dichotoma)

Composto Formula Quimica Concentracdo mg L™

Macronutrientes

Nitrato de Amonio NH4NO; 400,00
Nitrato de Potassio KNO3 -
Cloreto de Calcio CaCl,.2H,0 96,00
Sulfato de Potassio K,SO,4 990,00
Nitrato de Célcio Ca(N03)2.4H,0 556,00
Fosfato de Potassio KH,PO, 170,00
Sulfato de Magnésio MgS0O,.7H,0 370,00
Micronutrientes

Acido Boérico H3BO; 6,2
Molibidato de Sodio NaMo00O,.2H,0 0,25
Cloreto de Cobalto CoCl,.6H,0 -
Sulfato de Manganés MnSQ,4.H,0 22,3
Sulfato de Zinco ZnS04.7H,0 8,6
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 0,25
lodeto de Potassio Kl -
FeEDTA

Sodio EDTA Na,E.D.T.A. 37,2
Sulfato de Ferro Fe,(SO4); 27,8
Vitaminas

Acido Nicotinico - 0,5
Piridoxina.HCL - 0,5
Tiamina.HCL - 1,0

Glicina - 2,0
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A fase de multiplicagdo foi constituida pelo cultivo inicial e dois subcultivos
subsequentes (subcultivos 1 e 2), onde os explantes foram inoculados verticalmente em tubos
de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura previamente preparado e autoclavado.

Para o cultivo inicial foram utilizados dois tipos de explantes (segmento nodal e
segmento cotiledonar) e as concentracdes de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mg L™ de BA, totalizando oito
tratamentos. O experimento foi conduzido em sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas,
intensidade luminosa de aproximadamente 40 pmol m? s e temperatura de 25 + 2°C.
Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x4 (2
tipos de explantes e 4 concentragdes de BA) com 4 repeticdes e 5 explantes por repetigéo.

Para o subcultivo 1, o experimento foi instalado com os tratamentos que apresentaram
melhores resultados no cultivo inicial, onde foram utilizadas as concentracdes de 0,4 e 0,6 mg
L? de BA para os segmentos nodais e para segmentos cotiledonares adotou-se as
concentracdes de 0,2 e 0,4 mg L™ de BA, totalizando 4 tratamentos. O experimento foi
conduzido em sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
aproximadamente 40 pmol m? s e temperatura de 25 + 2°C. Adotou-se 0 delineamento
experimental inteiramente casualisado com 4 repeticdes e 5 explantes por repeticdo. Para o
subcultivo 2, foram utilizados os mesmos tratamentos do subcultivo 1. Visando avaliar o
efeito do tipo de explante (segmentos cotiledonares e segmentos nodais), respeitou-se o
historico do explante, ou seja, no subcultivo 1 foram usadas gemas axilares retiradas de
segmentos nodais e de segmentos cotiledonares do cultivo inicial, e assim sucessivamente.

Aos 45 dias para o cultivo inicial avaliou-se 0 nimero de brotacdes por explante (taxa
de multiplicacdo), altura da maior brotacdo (medicdo feita na base do &gar) e nimero de raizes
emitidas (tamanho minimo de 0,5cm). Aos 60 dias apds a instalagdo dos experimentos
subcultivos 1 e 2, avaliou-se 0 numero de brotacdes por explantes (taxa de multiplicacéo) e a
altura da maior brotacdo (medicéo feita na base do agar).

A normalidade dos dados obtidos foi testada por meio do teste de Lilliefors e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran. Os dados foram submetidos & anélise de

variancia e testes de média, utilizando o software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).
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2.4 Alongamento de gemas axilares

Antes da instalagdo do experimento de alongamento.Realizou-se o procedimento
descrito a seguir visando neutralizar possiveis resquicios de reguladores de crescimento, visto
que os explantes se originaram em tratamentos com diferentes concentracdes de BA. Foram
utilizados explantes que continham pelo menos um par de gemas axilares obtidos na fase de
multiplicacdo. Os explantes foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio contendo 10
mL do meio WPM - Wood Plant Medium (Lloyd & McCown, 1981) com 100% da
concentragdo dos sais e vitaminas (Tabela 2), suplementado com 100 mg L™ de mio-inositol,
800 mg L™ de PVP, 20 g L™ de sacarose, 5g L™ de 4gar MERCK®, 0,4 mg L* de 6-
benzilaminopurina (BA) e 0,01 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA). O pH foi ajustado
para 5,8 = 0,01 e, em seguida, 0 meio foi autoclavado por 15 minutos a temperatura de 121°C
e pressdo de latm.

Apds 45 dias, os segmentos nodais com tamanho de 1,00 + 0,1 cm e que continham
um par de gemas axilares foram utilizados para o alongamento. Os tratamentos foram
constituidos pelas combinacdes das concentragées de 0,0; 0,03; 0,06 e 0,09 mg L™ de BA,
combinados com 0,3 e 0,9 mg L™ de ANA, totalizando 8 tratamentos. O meio de cultura
béasico utilizado foi semelhante ao descrito no item 2.3, porém, com modificacGes referentes a
adicdo dos reguladores de crescimento (ANA e BA), conforme descrito anteriormente. Foi
adotado o delineamento experimental inteiramente casualisado em esquema fatorial 4x2
(quatro concentracGes de BA e duas concentracfes de ANA), com 4 repeticdes e 4 explantes
por repeticao.

Apds a inoculagdo, os tubos com os explantes foram mantidos durante 60 dias em sala
de cultura com fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de aproximadamente 40 pmol
m? s e temperatura de 25 + 2°C.

Aos 60 dias de alongamento avaliou-se a altura (cm) da maior brotacdo (medicédo feita
na base do agar).

A normalidade dos dados obtidos foi testada por meio do teste de Lilliefors e a
homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e testes de média, utilizando o software Statistica 10.0 (Statsoft, 2010).
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3) RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estabelecimento das culturas assépticas

N&o houve efeito significativo (p > 0,05) da interacdo entre concentragdes x tempos de
hipoclorito de sodio e de cada fator isoladamente sobre o percentual de germinagédo (Tabela
3).

Tabela 3: Resumo da analise de variancia para o percentual de germinacdo (G%) de sementes de pau-terra
(Qualea dichotoma), aos 25 dias, em funcéo das diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio (2,5% e 5,0%)
e tempos (5, 10, 15 e 20 minutos)

FV GL oM
Concentracdo (%) 1 612,5™
Tempo 3 792"
Tempo * Concentragdo 3 112,5™
Erro 24 270,8™
Média Geral - 86,87
CVexp(%) - 18,94

ns = ndo significativo a 95% de probabilidade pelo teste F; FV = fonte de variacdo; GL = graus de liberdade;
QM = Quadrado médio; CVexp (%) = coeficiente de varia¢do experimental.

O percentual de germinacdo médio obtido para a espécie Qualea dichotoma foi de
86,87% aos 25 dias (Tabela 3). A germinacao foi observada a partir do segundo dia ap6s a
inoculacdo das sementes. O pico de germinacdo ocorreu entre 0 4° e 0 12° dia, tendendo a

estabilizacdo no 21° dia (Figura 1).

100 -
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——T1(2,5%;5min)
—B—T2 (2,5%;10min)
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Germinagao (%)
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———T8 (5,0%;20min)
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Numero de dias apds inoculagdo

Figura 1: Curva do percentual de germinacéo de sementes de pau-terra (Qualea dichotoma) em funcéo dos
tratamentos, durante 25 dias.
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A maioria dos tratamentos com a concentracdo de 5% de hipoclorito de sodio (T5, T7
e T8) apresentou menor taxa de germinagdo quando comparado aos tratamentos com
concentracdo de 2,5% de hipoclorito de sédio (T1, T2, T3 e T4) (Figura 1).

Embora o uso de hipoclorito de sddio seja vantajoso na desinfestacdo das sementes de
algumas espécies, muitas vezes esse tipo de tratamento pode causar efeito fitotoxico quando
utilizado em concentragfes elevadas, prejudicando a germinacdo. Talvez essa possa ser a

explicacdo da menor taxa de germinacéo (Figura 2) para os tratamentos (T5, T7 e T8).

W Hipoclorito de sddio - 2,5% ® Hipoclorito de sédio - 5,0%

120 -

100 A

80 -

60

40 -

Germinagao (%)

20 A

5 min 10 min 15 min 20 min

Tempo de imersdo (minutos)

Figura 2: Percentual de germinacdo de sementes de pau-terra (Qualea dichotoma) em funcéo dos tratamentos,
aos 25 dias ap6s a inoculagdo. As barras indicam o desvio-padrao.

No geral, todos os tratamentos apresentaram taxa de germinagdo superior a 80%.
Porém os tratamentos T1 e T3 demonstram maior taxa de germinacdo (95%) aos 25 dias apos
a inoculacdo das sementes, sendo superior em 8,13% em relacdo a meédia geral dos
tratamentos.

As sementes iniciaram a germinacdo dois dias ap6s a inoculacdo, observando-se a
emissdo da radicula, e o posterior desenvolvimento de raizes primarias. A partir da segunda

semana, ocorreu a emergéncia do epicétilo e, na sequéncia dos nés cotiledonares (Figura 3).
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Figura 3: Sequéncia da germinacdo de sementes de Qualea dichotoma até o 25° dia: A) Semente inoculada; B)
Emissdo da radicula; C) Emissdo de raiz primaria; D) Emissdo de cotilédone com tegumento; e E) Plantula com
cotilédones abertos.

A radicula rompeu o tegumento no apice da semente (Figura 3B) por volta do 2° dia,
sendo esta de coloracdo esbranquicada com a coifa amarelada; posteriormente adquire
tonalidade escura e apresenta rapido desenvolvimento. Os cotilédones mantém-se envolvidos
pelo tegumento, permanecendo enrolados por mais trés ou quatro dias (Figura 3C); ap0s a
expansdo sao opostos (Figura 3D).

Segundo Silva Junior 2005, a espécie Qualea parviflora que pertence a0 mesmo
género da espécie em estudo, apresenta percentual de germinacdo entre 75% e 85%,
corroborando com o resultado da germinacéo in vitro do presente trabalho.

Nota-se que a espécie apresentou na temperatura 25 + 2 C°, alta taxa de germinacdo no
periodo de 20 dias (Figura 1), independente do tratamento. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bilio (2013), onde as sementes de Qualea grandiflora apresentam protrusédo
de radicula superior a 90 % entre 6 e 15 dias da semeadura, a uma temperatura de 25 °C.

A alta taxa de germinacdo encontrada no experimento deve-se em partes as condi¢oes
assépticas apropriadas e ao lote de sementes com qualidade. Contribuindo para ratificar essa
constatacdo, durante o experimento ndo foi observada a presenca de plantulas anormais da
espécie Qualea dichotoma.

A combinacdo de etanol e hipoclorito de sodio ou calcio normalmente permite o
controle adequado das bactérias e dos fungos saprofiticos que infestam a superficie dos 6rgaos
vegetais. O tempo de tratamento e a concentragdo da substancia desinfestante sdo fatores
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essenciais nessa etapa (Melo, 1998). No presente trabalho, o melhor resultado obtido foi
desinfestacdo de sementes com 2,5% de hipoclorito de sédio durante 15 minutos.

3.2 Multiplicacéo de gemas axilares

3.2.1 Cultivo inicial

N&o houve efeito significativo (p > 0,05) da interacdo entre tipos de explantes e
concentracdes de BA e de cada fator isoladamente sobre as variaveis nimero de brotacoes e
altura. Ocorreu efeito significativo (p<0,05) dos fatores isolados explante e concentracdes de
BA sobre a variavel nimero de raizes (Tabela 4).

Tabela 4: Resumo da analise de variancia para nimero de brotagdes, altura e nimero de raiz aos 45 dias, em
funcéo das concentracdes de BA e tipo de explante

FV GL QM
NUmero de Altura NuUmero de
Brotacfes raizes'
Explante 1 0,7031™ 0,3924"™ 0,5470°
BA 3 0,1880™ 0,0943"™ 0,2746"
Explante*BA 3 0,1591™ 0,1597™ 0,3157™
Residuo 24 0,0899 0,1787 0,0660
Media Geral - 1,50 2,10 1,15
CVexp(%) - 19,95 20,11 22,23

" = significativo a 95% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo a 95% de probabilidade pelo teste F;
FV = fonte de variacdo; GL = graus de liberdade; QM = Quadrado médio; CVexp = coeficiente de varia¢do

experimental. @ valores transformados para «\.-"m por ndo apresentarem normalidade pelo teste Lilliefors a
95% de probabilidade, sendo x o valor observado.

Observou-se maior taxa de multiplicacdo dos explantes (cotiledonar e nodal) com o
aumento das concentracdes de BA, sendo que a resposta foi positiva até 0,4 mg L™, com 1,5 e
1,8 brotacOes para os explantes cotiledonares e nodais respectivamente. A partir dessas
concentracfes houve decréscimo na quantidade de brotacfes para 0s dois tipos de explantes

(Figura 4).
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Figura 4: Nimero de brotagdes em funcéo das concentracdes de BA (mg L™), aos 45 dias para o cultivo inicial.
As barras indicam o desvio padrao.

Na Figura 5, é possivel observar o padrdo de brotacdo in vitro da espécie Qualea

dichotoma, onde ocorre o “langamento” de varios brotos a partir do explante.

Figura 5: Segmento nodal de Qualea dichotoma do cultivo inicial, na concentracéo de 0,4 mg L™ de BA, no 45°
dia.

Observou-se tendéncia linear crescente da altura das brotacdes para o tipo de explante
nodal com o aumento das concentragdes de BA. O contrario ocorreu com o tipo de explante

cotiledonar (Figura 6).
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Figura 6: Altura de brotacdes em fungdo da concentracio de BA (mg L™), aos 45 dias para o cultivo inicial. As
barras indicam o desvio padréo.

A quantidade de raiz foi superior no explante cotiledonar (Figura 7). Optou-se por ndo
apresentar a equacao ajustada para as concentracdes de BA porque ndo é possivel explica-la
biologicamente.

m Segmento nodal m Segmento cotiledonar

Nimero médio de raizes por explante

0,1 0,2 0,4 0,6
Doses BAP mg/l

Figura 7: Namero médio de raizes por explante em funcdo da concentragdo de BA (mg L™), aos 45 dias para o
cultivo inicial. As barras indicam o desvio padrao.

O balanco das concentragdes de auxina e citocinina € importante na dominéncia apical
e no numero de eventos morfogéneticos (Li & Bangerth,2003; Nakagawa et al.,2005). O
sinergismo entre auxinas e citocininas € critico para o controle da morfogénese in vitro e
concentragbes mais elevadas de citocininas em relagdo as auxinas induzem,
predominantemente, a formacdo de gemas (Santana, 2003). Em espécies como Spathiphyllum
floribundum L. (Ramirez-Malagon et al, 2001) e Lippia juneliana Cham. (Juliani Junior et al.,
1999) o aumento do niimero de brotagdes foi obtido com a combinagdo de 0,5 mg L BA e

0,01 mg L™ ANA. No presente trabalho o segmento nodal combinado com as concentracio
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de 0,4 e 0,6 mg L™ de BA proporcionou os melhores resultados para a emissdo de brotagdes
(Figura 4).

Os resultados indicam que os explantes cotiledonares apresentam um maior namero de
raizes (Figura 7). A habilidade de emissdo de raizes em segmentos cotiledonares é devida a
maior juvenilidade desse tipo de explante, uma vez que o cotilédone é uma estrutura
embrionaria formado por meristema, tecido ndo diferenciado, capaz de multiplicar-se por
divisdo celular e formar outros tecidos (Ferri et al., 1981).

O BA € uma das citocininas de menor custo e tém sido muito eficaz na multiplicacdo
de diversas espécies. A razdo disso pode estar na capacidade dos tecidos vegetais em
metabolizar os horménios naturais mais rapidamente do que os sintéticos (Grattapaglia &
Machado, 1998).

3.2.2 Subcultivo 1

De acordo com a ANOVA, ndo houve efeito significativo (p > 0,05) na variavel altura
em funcdo dos tratamentos. Entretanto, a variavel nimero de brotacdes apresentou diferencas

significativas (p<0,05) em fungéo dos tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5: Resumo da anélise de variancia para nimero de brotagdes e altura em funcéo dos tratamentos

FV GL QM
Numero de Altura
Brotacoes
Tratamento 3 1,6339 0,18179"™
Residuo 12 0,3534 0,23265
Media Geral - 1,96 2,25
CVexp(%) - 21,41 30,32

" = significativo a 95% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo a 95% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de variacdo; GL = graus de liberdade; QM = Quadrado médio; CVexp = coeficiente de variacdo
experimental.

De acordo com a Tabela 6, os segmentos nodais apresentaram maior valor de
brotagdes quando comparados com os segmentos cotiledonares, sendo 0,6 mg L™ BA a

melhor concentragéo.



53

Tabela 6: Numero médio de brotacbes de Qualea dichotma no subcultivo 1 aos 60 dias, em funcdo dos
tratamentos

Numero de brotacGes

Tratamento 2 (Seg. Nodal + 0,6 mg L™ BA) 2,91A
Tratamento 1 (Seg. Nodal + 0,4 mg L™ BA) 1,73AB
Tratamento 4 (Seg. cotiledonar + 0,4 mg L™ BA) 1,64B
Tratamento 3 (Seg. Cotiledonar + 0,2 mg L™ BA) 1,55B

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras maitsculas idénticas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 95% de probabilidade.

Em segmentos cotiledonares de maneira geral, cada brotacdo nova possuia de trés a
quatro pares de folhas, e aos 50 dias ocorreu necrose apical dessas gemas, causando o
amarelecimento das folhas (Figura 8). Conforme Grattapaglia & Machado (1998), uma forma
de minimizar esse problema é o subcultivo das plantas apds 15 dias, em um meio de cultura

novo, na tentativa de evitar que as brotagdes percam o vigor.

Figura 8: Amarelecimento das folhas de explantes cotiledonares de Qualea dichotoma, no 50° dia.
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3.2.3 Subcultivo 2

De acordo com a ANOVA, ndo houve efeito significativo (p > 0,05) da variavel
nimero de brotagdes em funcdo dos tratamentos. Entretanto, a varidvel altura apresentou

diferencas significativas (p<0,05) em funcédo dos tratamentos (Tabela 7).

Tabela 7: Resumo da analise de variancia para os dados de nimero de brotacdes e altura em funcdo dos
tratamentos

FV GL QM
Brotagoes Altura
Tratamento 3 3,3761"™ 0,2780"
Residuo 12 1.0822 0,0617
Media Geral - 2,97 2,01
CVexp(%) - 35,01 12,41

" = significativo a 95% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo a 95% de probabilidade, pelo teste F;
FV = fonte de varia¢do; GL = graus de liberdade; QM = Quadrado médio; CVexp = coeficiente de variacdo
experimental.

E importante ressaltar que mesmo ndo ocorrendo efeito significativo para o nimero de
brota¢cBes em fungdo dos tratamentos, a média geral do nimero de brotagBes aumentou em
1,01 brotos (51,53%), quando se compara o subcultivo 1 (1,96 brotos) com o subcultivo 2
(2,97). Esse resultado demonstra a importancia dos sucessivos subcultivos na etapa de
multiplicagéo in vitro.

A altura das brotagcbes no meio de multiplicacdo é um fator importante, visto que as
brotacdes oriundas da fase de multiplicacdo é fator determinante para as etapas posteriores de
alongamento e enraizamento. O presente subcultivo demonstra que o tratamento 1 (Segmento

nodal + 0,4 mg L™ BA), atingiu uma maior altura quando comparado aos demais tratamentos

(Tabela 8).

Tabela 8: Numero médio de altura de Qualea dichotma, em fun¢do do tratamento para o subcultivo 2.
Altura

Tratamento 1 (Seg. Nodal + 0,4 mg L™ BA) 2,36A

Tratamento 3 (Seg. Cotiledonar + 0,2 mg L™ BA) 1,97AB

Tratamento 2 (Seg. Nodal + 0,6 mg L™ BA) 1,92AB

Tratamento 4 (Seg. cotiledonar + 0,4 mg L™ BA) 1,74B

Valores em uma mesma coluna, seguidos por letras maitsculas idénticas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 95% de probabilidade.
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O numero de brotagdes, independente do tratamento, aumentou com 0S SUCeSSiVOSs

subcultivos (Figura 9), demonstrando a capacidade de multiplicacdo in vitro a espécie Qualea
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Figura 9: A: NUumero médio de brotagbes por subcultivo para os melhores tratamentos do cultivo inicial
(Segmento nodal — 0,4 e 0,6 mg L™ BA; Segmento cotiledonar — 0,2 e 0,4 mg L™ BA) e todos os tratamentos do
subcultivo 1 e 2 (Segmento nodal — 0,4 e 0,6 mg L™ BA; Segmento cotiledonar — 0,2 e 0,4 mg L™ BA). B:
Namero de brotacdes médias para o Segmento nodal - 0,6 mg L™ BA, no cultivo inicial e subcultivos 1 e 2.

Na multiplicagdo o principal objetivo é a alta taxa de multiplicacdo, com o minimo de
variacdo entre explantes, auséncia de contaminantes que prejudiqguem a micropropagacao,
gemas reativas e a producdo de partes aéreas com qualidade suficiente para a fase seguinte
(Xavier, 2009). De maneira geral, a resposta a maior ou menor taxa de multiplicacéo,
normalmente tem sido estabelecida pelo balanco hormonal dos reguladores de crescimento
citocininas (BA) e auxinas (ANA).

3.3 Alongamento de gemas axilares

N&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) para a altura média dos

explantes aos 60 dias em funcdo dos tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9: Resumo da anélise de variancia para os dados de altura aos 60 dias em funcéo das concentracdes de
BA e ANA

FV GL QM
ANA 1 0,1149™
BA 3 0,0747™
ANA*BA 3 0,0305™
Residuo 24 0,0417
Media Geral - 1,59
CVexp(%) - 12,86

ns = ndo significativo a 95% de probabilidade, pelo teste F; FV = fonte de variacdo; GL = graus de liberdade;
QM = Quadrado médio; CVexp = coeficiente de variagdo experimental.
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Os melhores resultados para a altura foram obtidos com 0,3 mg L™ de ANA
combinado com 0,00 e 0,06 mg L™* de BA. Nas demais combinacdes de ANA e BA o
crescimento em altura foi inferior, demonstrando balanco de reguladores de crescimento

desfavoravel ao alongamento (Figura 10).

= 0,00 mg L-1 BA

Altura {cm)

0,03 mg L-1 BA
0,06 mg L-1 BA
0,09 mg L-1 BA

0,3 0,9
Concentracdo ANAmMg L-1

Figura 10: Altura média de explantes de Qualea dichotoma em funcéo das concentracdes de ANA e BA, aos 60
dias de alongamento. As barras indicam o desvio padréo.

A fase de alongamento das gemas multiplicadas foi estabelecida pela combinacéo de
reguladores de crescimento citocininas (BA) e auxinas (ANA), a fim de obter brotagdes com
tamanhos adequados para a fase de enraizamento. Pode-se inferir, com base nos resultados
deste trabalho, que devem ser utilizadas outras combinages de citocininas e auxinas, a fim de
promover maior alongamento de brotacfes para a espécie.

Constatou-se que houve formacdo de calo em alguns explantes na fase de
alongamento. Jones et al. (1990) também verificaram que segmentos nodais produziram calos
com a presenga dos hormonios de crescimento em Acacia saligna. A formagéo de calosidade
na base do segmento nodal, devido ao acimulo de carboidratos, ndo € desejavel nessa fase de
alongamento em que a formacéo de calo pode comprometer o alongamento de gemas axilares

e afetar o enraizamento (Grattapaglia e Machado, 1998).
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4) CONCLUSOES

Nas condigOes experimentais adotadas, os resultados permitem as seguintes
conclusdes:

» Para a germinagdo in vitro indica-se a desinfestacdo de sementes com 2,5% de
hipoclorito de sodio durante 15 minutos.

» Para a multiplicacdo da espécie Qualea dichotoma é indicado explantes obtidos de
segmentos nodais e a concentragdo de 0,6 mg L™* de BA adicionada ao meio de
cultura.

» Explantes obtidos de segmentos cotiledonares de Qualea dichotoma sdo mais
indicados para a emissao de raizes.

» As combinac6es utilizadas de ANA e BA nao foram eficientes para o alongamento dos

explantes.
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6) CONCLUSOES GERAIS

» A espécie Qualea dichotoma apresenta diferenca significativa no crescimento de
mudas em fungdo dos substratos. Os substratos VCB (40% vermiculita + 30% casca
de arroz carbonizada + 30% Bioplant ®) e VC (70% vermiculita + 30% casca de arroz

carbonizada) demonstram os melhores resultados para a produ¢do de mudas.

» Na micropropagacdo, indica-se a desinfestacdo com 2,5% de hipoclorito de sddio
durante 15 minutos para a germinacdo de sementes. Na fase multiplicacdo é indicado
explantes obtidos de segmentos nodais e concentracdes de 0,6 mg L™ de BA e 0,01
mg L™ de ANA adicionada ao meio de cultura WPM. Explantes obtidos de segmentos
cotiledonares sdo mais indicados para a emissao de raizes. As combinagdes utilizadas

de ANA e BA néo foram eficientes para o alongamento dos explantes.



