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MICROPROPAGACAO DE Aspidosperma polyneuron (PEROBA-ROSA) A
PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS DE MUDAS JUVENIS!

Luciana Lopes Fortes Ribas?, Flavio Zanette?, Luiz Kulchetscki* e Miguel Pedro Guerra®

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo o estabelecimento de um protocolo de regeneracao in
vitro de mudas de Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa), a partir de segmentos nodais de material juvenil.
Brotagdes apicais de mudas de dois anos de idade foram desinfestadas com 0,25% de hipoclorito de s6dio ou
0,05% de cloreto de mercurio, durante 10 min, visando ao estabelecimento de culturas assépticas. A indugao
de brota¢des multiplas foi realizada em meio de cultura WPM, suplementado com BAP, ZEA ou CIN (2,2-
8,8 UM), no cultivo inicial e nos dois subcultivos subseqiientes. Para inducéo de brotagdes alongadas foram
testadas as combinagdes de fitorreguladores: 2,25 uM de BAP, ZEA ou CIN, associadas com 1,25 uM de AIB.
A inducio de raizes foi avaliada com tratamentos em solu¢des de AIB (2,5-10 mM), durante 5 ou 15 min.
As mudas enraizadas foram transplantadas para casa de vegetacdo. A desinfestacdo das brotagdes apicais foi
eficiente com 0,25% de NaOCI ou 0,05% de HgCl2, durante 10 min, obtendo-se 72,89 e 84,10% de sobrevivéncia,
respectivamente. As maiores taxas médias de regeneracao de brotacdes axilares (4 a 5) foram obtidas em meio
de cultura suplementado com ZEA ou BAP (4,4-8,8 uM), ap6s o segundo subcultivo. Concentragdes mais reduzidas
de BAPou ZEA (2,25 uM) e 1,25 uM de AIB proporcionaram, em média, trés brotagdes mais alongadas (1,5-
2,5 cm de comprimento). Tratamentos com solu¢des de 10 mM de AIB, durante 15 min, foram eficientes
na indugao de raizes (80%), e as mudas transplantadas apresentaram taxas de sobrevivéncia superiores a 90%
em casa de vegetagao.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, propagagio vegetativa e conservacao.

MICROPROPAGATION OF Aspidosperma polyneuron FROM SINGLE NODE
CULTURE OF JUVENILE MATERIAL

ABSTRACT — The objective of the present work was to establish a micropropagation protocol of Aspidosperma
polyneuron from juvenile material. Apical shoots from two years old seedlings were collected in a greenhouse
and sterilised with NaOCl or HgCl, to establish aseptic cultures. Multiple shoots induction was evaluated
in WPM medium, supplemented with BAP, ZEA or KIN (2.2 — 8.8 uM) in initial culture and two subsequent
subcultures. The elongation of shoots was tested with growth regulators combinations: 2.25 UM of BAP, ZEA
or KIN with 1.25 uM of IBA. IBA treatments (2.5; 5.0 and 10 mM) were tested with 5 and 15 minutes to
induce roots. Plantlets were planted in a greenhouse. Efficient apical shoots sterilization was achieved with
NaOCl1(0,25% - 10 minutes) ongCl2 (0.05%-10 minutes); survival rates were 72.89% and 84,10%, respectively.
Apical shoots induced 4-5 axillary buds in WPM culture medium, containing ZEA or BAP (4.4 — 8.8 uM)
following two subcultures. Reduced concentrations of ZEA or BAP (2.25 uM), combined with IBA (1.25)
produced elongated shoots. IBA treatment (10 mM) during 15 minutes induced higher rooting percentages
(80%). Plantlets planted in a greenhouse showed higher survival rates (90%).

Keywords: Invitro culture, plant propagation, conservation.
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1.INTRODUCAO

A Aspidosperma polyneuron Miill. Arg. (peroba-
rosa) é uma espécie nativa da Floresta Estacional
Semidecidual, na formag¢ao submontana e que corre
perigo de extin¢do pela exploracdo desordenada para
aextragcdo madeireira e a transformacao de areas florestais
para o uso na agricultura. Apresenta madeira de excelente
qualidade, muito usada na industria de méveis, em
construgdo civil, constru¢cido naval e carpintaria.
Hatschbach e Ziller (1995) enquadraram a peroba-rosa
como espécie rara da Floresta Estacional Semi-Decidual
na lista de plantas ameacadas de extin¢ao no Estado
do Parand. Essa espécie também se encontra na lista
para conservagao ex situ e in situ no Brasil e na Venezuela
(CARVALHO, 1994).

A peroba-rosa apresenta dificuldades de propagacdo
devido ao fato de a frutificac¢do ser irregular, sendo
produzidas grandes quantidades de sementes a cada
quatro anos. A coleta de sementes € dificil, devido
a grande dimenséo das drvores e a germinagao irregular
(35-70%). O crescimento lento e a dificuldade no
enraizamento de estacas sdo alguns dos problemas
que impedem a reposi¢ao dessa espécie, necessitando
com urgéncia de um programa de conservagao genética
(CARVALHO, 1994).

A propagacdo de espécies florestais normalmente
¢é via sementes, com excecdo de algumas espécies que
podem ser multiplicadas via estaquia de material juvenil.
Em espécies que apresentam dificuldade de propagacgado
por essas vias, como é o caso da peroba-rosa, a
micropropagac¢io é uma ferramenta importante para
a multiplicacdo dessa espécie. Técnicas baseadas na
micropropagacao de plantas podem ser empregadas
com sucesso para a propagacao massal de genétipos
selecionados, visando a conservacdo e melhoramento
genético (THORPE e KUMAR, 1993).

A micropropagacao tem sido ferrramenta ttil para
muitas espécies florestais de importancia econdmica
ou que se encontram em extin¢ao, por exemplo Pinus
pinaster (GOMES et al., 1999), Myracrodruon urundeuva
(ANDRADE et al., 2000), Acacia seyal (AL-WASEL,
2000) e Fraxinus angustifolia (TONON et al., 2001),
no entanto ainda nao existem relatos na literatura sobre
a micropropagag¢do da peroba-rosa.

O presente trabalho teve como objetivo o
estabelecimento de um protocolo de micropropagacao
dessa espécie, a partir do cultivo de segmentos nodais
de material juvenil.
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2. MATERIAL E METODOS

Mudas selecionadas de Aspidosperma polyneuron,
com dois anos de idade, procedentes do viveiro da
Universidade Estadual de Londrina, em Londrina, PR,
foram transplantadas em sacos plasticos de 10 L
contendo terra peneirada e mantidas em casa de vegetacao
pertencente ao Laboratdrio de Micropropagacao Vegetal
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo (DFF),
no Setor de Ciéncias Agrdrias (SCA) da Universidade
Federal do Parana.

Ap6s um periodo de adaptagéo de 15 dias, as mudas
foram podadas para estimular a formacao de brotagdes
novas, sendo pulverizadas com 0,5 g.L-' de benomyl
(fungicida sist€émico benlate-500) semanalmente. Apds
trés meses, as pulverizagdes passaram a ser feitas a
cada 15 dias.

2.1. Estabelecimento de culturas assépticas

Brotagdes apicais de 2 a 4 cm de comprimento,
contendo uma ou duas folhas, foram coletadas das
mudas mantidas na casa de vegetacao, desinfestadas
com soluc¢ao de hipoclorito de s6dio (NaOCl) 0,25%,
durante 10 minutos, ou com solucdo de cloreto de
mercurio (HgCl,) 0,05%, durante 10 minutos. As solugdes
desinfestantes foram acrescidas de 0,1% de tween 20,
e as brotagdes permaneceram em agitacido durante a
realizacdo dos tratamentos. Em seguida, foram feitas
seis lavagens em dgua deionizada esterilizada. As
brotacdes foram cortadas em sua extremidade basal
e inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio de
cultura WPM (LLOYD e MC COWN, 1980), suplementado
com sacarose (3%), mioinositol (0,01%), vitaminas do
WPM e solidificado com dgar Micromed® (0,65%).
O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem do
meio de cultura.

2.2. Inducio de brotac¢des multiplas

Experimento 1 - Brotagdes apicais estabelecidas
in vitro foram cortadas em sua extremidade basal e
utilizadas como explantes para indugao de brotacdes
multiplas. O meio de cultura utilizado foi o WPM,
suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina
(CIN) e zeatina (ZEA), nas seguintes concentragdes:
0;2,2;4.,4; e 8,8 WM. A avaliagdo foi feita pela contagem
do nimero de brotagdes por explante, apds quatro
semanas, durante o cultivo inicial e nos dois subcultivos
subseqiientes.
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O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3 x 4, com seis repeti¢cdes
e 10 frascos por parcela, possuindo cada frasco uma
brotacdo. As médias foram comparadas pela andlise
de varidncia e o efeito das concentracdes dos
fitorreguladores, por andlise de regressao.

Experimento 2 - Brotacdes apicais estabelecidas
in vitro foram utilizadas para induzir a formacéo de
brotac¢des mais alongadas. O meio de cultura utilizado
foi o WPM, contendo fitorreguladores: 2,25 uM de
BAP, ZEA ou CIN, combinados com 1,25 uM de 4cido
indol-3-butirico (AIB). A avaliacao foi feita pela contagem
do ndmero de brotagdes por explante, apds quatro
semanas, durante o cultivo inicial e nos dois subcultivos
subseqiientes.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com seis repeti¢des e cinco plantas por
parcela. As médias foram comparadas pela andlise de
varidncia e pelo teste de Tukey.

2.3. Enraizamento

Experimento 3 - Brotagdes individualizadas,
pertencentes ao 5° subcultivo, medindo aproximadamente
2 cm de comprimento e com a extremidade basal cortada
em forma de cunha, foram utilizadas como explantes.
O enraizamento foi avaliado com tratamentos de imersdo
da base (0,5 cm) das brota¢des, em solucdes de O;
2,5;5,0; e 10,0 mM de AIB, dissolvidas em etanol 20%,
durante 5 e 15 minutos. Em seguida, os explantes foram
colocados em meio de cultura WPM, com a concentragao
de sais e sacarose reduzida pela metade, durante quatro
semanas. A avaliacio das porcentagens de enraizamento
e a contagem do ndmero de raizes por explante foram
feitas apds quatro semanas.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 2, com trés repeti¢coes
com cinco frascos contendo quatro plantas por repeti¢ao.
As médias foram comparadas pela andlise de varidncia,
e o efeito dos niveis de AIB no enraizamento foi comparado
por andlise de regressao.

Condig¢des de cultivo - As culturas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas, fornecido por lampadas
fluorescentes do tipo branca-fria, com densidade
de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos de
40 pmol.m™. s°!, no nivel das culturas.
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2.4. Transplantio e aclimatizaciao das mudas

As plantas obtidas in vitro foram transplantadas
em bandejas de semeadura de 128 células (cada uma
com volume de 30 cm?, drea de 3,5 cm? e altura de 5,5
cm) contendo terra peneirada e plantmax® na proporgdo
de 3:1. As mudas foram mantidas em casa de vegetagdo,
modelo Van der Hoeven.

A avaliagao foi feita através da taxa de sobrevivéncia
das mudas ap6s um més de permanéncia na casa de
vegetacdo. Apds trés meses de adaptacdo e crescimento,
as mudas de peroba-rosa foram transplantadas para
sacos pldsticos contendo o mesmo substrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabelecimento de culturas assépticas

O tratamento de imersao em solucdo de NaOCl
a0,25%, durante 10 minutos, foi satisfatério para a
desinfestacdo de brotagdes apicais de peroba-rosa,
tendo em vista que esse tratamento proporcionou 70%
de sobrevivéncia.

O cloreto de mercurio foi mais eficiente que o
hipoclorito de sédio na desinfestacio de brotagdes
apicais de peroba-rosa, possibilitando taxa mais elevada
de sobrevivéncia dos explantes (84,10%). Ribas et al.
(2003) recomendaram o tratamento de 0,05% de HgCl,,
durante 10 minutos.

A peroba-rosa demonstrou ser sensivel as
concentragdes elevadas das solugdes desinfestantes
e ao tempo de tratamento, sendo utilizadas concentra¢des
mais reduzidas de NaOCl e HgCl,do que as utilizadas
em muitas espécies lenhosas, como: Maytenus ilicifolia
(PEREIRA et al., 1995), Cercis canadensis  MACKAY
etal., 1995), Miscanthus sinensis (NIELSSEN et al.,
1993), Hemidesmus indius (PATNAIK e DEBATA, 1996)
e Wrightia tomentosa (PUROHIT et al., 1994).

O cloreto de mercturio, apesar de mais eficiente
do que o hipoclorito de sédio na desinfestacdo de
brotacdes apicais de peroba-rosa, ¢ um produto téxico
e deve ser utilizado com muita cautela (GEORGE, 1993).
Esse produto vém sendo utilizado, com sucesso, para
muitas espécies lenhosas que apresentaram sérios
problemas de contaminagdo por microrganismos, como
jarelatado por Chalupa (1990), Purohit et al. (1994)
e Patnaik e Debata (1996).

R. Arvore, Vicosa-MG, v.29, n.4, p.517-524, 2005
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3.2. Inducio de brotac¢oes miiltiplas

Experimento 1 - A andlise de variancia do experimento
de inducao de brota¢des miltiplas de peroba-rosa, em
explantes coletados de mudas de dois anos de idade,
mantidas em casa de vegetacao, revelou significancia
estatistica para a interacdo fitorregulador x concentracao,
no cultivo inicial e nos dois subcultivos avaliados (Teste
F, P<0,05).

A andlise de regressao dos niveis de fitorreguladores
indicou que ocorreu aumento nas taxas médias de
regeneracdo de brotacdes axilares obtidas em meios
de cultura suplementados com CIN e ZEA até a
concentracao de 4,4 UM, tanto no cultivo inicial quanto
também nos dois subcultivos subseqiientes. No entanto,
quando BAP foi adicionada ao meio basal, observou-
se tendéncia de aumento no nimero médio de brotagdes
formadas, proporcional ao aumento na concentragao
empregada, e isso pode ser verificado, principalmente,
no primeiro subcultivo (Figura 1).

Dos fitorreguladores testados na peroba-rosa, a
ZEA foi mais eficiente na induc¢do e desenvolvimento
de brotagdes axilares, e isso também foi observado
em Picea glauca (ELLIS et al.,1991), Acer saccharinum
(PREECE et al., 1991) e Acacia senegal (BADJI et al.,
1993). Segundo Tamas (1995), a zeatina estd entre as
citocininas de ocorréncia natural mais ativas em promover
o crescimento de brotag¢des axilares. As brotacdes apicais
de Acer saccharinum produziram maiores taxas médias
de regeneracdo, com brota¢des mais longas em meio
de cultura suplementado com 10 uM de ZEA (PREECE
et al., 1991). ZEA e CIN proporcionaram maior
alongamento das brotacdes do que a BAP, como foi
observado na peroba-rosa do presente trabalho e
documentado em outras espécies (BADJI et al., 1993;
FRANCAetal,, 1995; PUROHIT e DAVE, 1996). O
alongamento das brotac¢des axilares de peroba-rosa
reduziu-se com o aumento de concentracio dos
fitorreguladores, e isso também foi relatado em outras
espécies, como Cercis canadensis (MACKAY et al.,
1995) e Carpinus betulus (CHALUPA, 1990).

No presente trabalho, de maneira geral, o uso de
BAP ou ZEA resultou nas melhores taxas de indug¢ao
de brotacdes multiplas de peroba-rosa. Resultados
semelhantes foram obtidos por Francga et al. (1995),
os quais constataram que BAP foi mais eficiente do
que ZEA e 2-iP na proliferacdo de brotacdes de
Stryphnodendron polyphythum (barbatimao), e as
melhores respostas (3,6 brotagdes por explante) também
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foram obtidas com concentracdes elevadas (13,3 uM).

Como foi observado no presente trabalho, as
concentragdes de BAP entre 4,4 e 8,8 UM também induziram
as maiores taxas médias de regeneracio de brotacdes
de Halesia carolina. Com 4,4 uM de BAP, as culturas
cresceram vigorosamente, produzindo muitas brotacdes
com folhas expandidas. Com 10 uM de BAP, aumentou-
se a taxa média de regeneracdo, mas as brotagdes eram
menores e possuiam folhas pequenas. Com 2,5 uM
de BAP, melhorou-se a qualidade das brotagdes; no
entanto, foram produzidos nimeros moderados de
brota¢des (BRAND e LINEBERGER, 1986). Em outras
espécies como Cercis canadensis MACKAY et al.,
1995), Dalbergia latifolia (RAl e CHANDRA, 1989)
e Morus australis (PATTNAIK et al.,1996), o nimero
médio de brotacdes por explante também aumentou
com as concentragdes crescentes de BAP até 4,4 uM.

w 47 A —+—7FEA --=--BAP - a--KIN
>
g 2
=
o
2
a 24 TTee—--a
k-] [ o ZEA ¥=1,4633 + 0,3932¢ - 0,0258:° R 0,041
g T BAP v=1,4428 + 0,3031x - 0,0141:°  F= 0,8687
= KIN ¥=1,4633 + 0,3932 x-0,0258 ¥ F=0,9411
0 T T T \
0 22 4.4 5.6 3.8
Concentragoes (MM)
51 B —+ 7ZEA -—-=-BAP -—a-KIN
w0
]
[T
]
=
[
=
3 2]
o BAP Y= 1,5060 + 0,3471 % - 0,0028 % R°= 0,9936
= KIN 'v=1,3733 + 0,5356 k- 0,0465% F°= 08875
o] T T \
0 22 4.4 56 .8
Concentragées (M)
8 B e 7EA - = -BAP  a KN
2
_m
'S 4 e
k] —
£ AT,
L e = 1,6483 40,5005 - 0,38740F  Fo= 0,848
o S . . 3 .
i < BAP Y= 1,5060 + 0,3471 % - 0,0028 ¥ R°= 0,9986
=

KIM Y=1,3733 + 0,5356 x - 0,0465 % R°= 0,8875

T T T 1
22 4.4 5.6 3.8

Concentragdes (uM)

Figura 1 — Efeito dos niveis de fitorreguladores na taxa
média de regeneracgio de brotagdes de Aspidosperma
polyneuron, obtidas no cultivo inicial (A) e no
primeiro (B) e segundo (C) subcultivos.

Figure 1 — Growth regulators effects on the average regeneration

rate of Aspidosperma polyneuron obtained in the culture
initiation (A), first (B) and second subculture (C).
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Resultados semelhantes aos do presente trabalho
também foram obtidos com segmentos nodais de
Wrightia tomentosa (Apocynaceae) (PUROHIT et al.,
1994) e Sterculia urens (PUROHIT e DAVE, 1996),
cultivados em meio de cultura MS acrescido de 8,8
UM de BAP. Segundo os primeiros autores, a
concentragdo de 8,8 UM de BAP foi necessaria durante
o estabelecimento da cultura, para a quebra de dominancia
apical e a indugéo de brotagdes. A posterior transferéncia
para meio de cultura com 4,4 uM de BAP permitiu a
obtencdo de brotagdes mais alongadas. Bennett e Davies
Jr. (1986) também obtiveram o maior nimero médio de
brotacdes regeneradas de segmentos nodais (6,4) de
Quercus shumardii cultivadas em meio de cultura WPM,
liquido, acrescido de 8,9 uM de BAP.

Tem sido aceito que a CIN promove baixas taxas
médias de regeneracdo de brotacdes (2-3), ou, entdo,
em algumas espécies esse fitorregulador promove
somente o alongamento de brotagdes, sendo menos
eficiente que BAP, como constatado no presente trabalho.
Esses resultados foram também confirmados em
Eucalyptus globulus (TRINDADE et al., 1990), Morus
australis (PATTNAIK et al., 1996) e Cercis canadensis
(MACKAY etal., 1995).

Experimento 2 - A andlise de varidncia do nimero
médio de brotacdes obtidas revelou significancia
estatistica nas combinacdes de fitorreguladores somente
no cultivo inicial (Teste F, P<0,05). O meio de cultura
suplementado com 2,25 uM de CIN e 1,25 uM de AIB
resultou em médias de regeneracao de brotagdes superiores
as obtidas em meio de cultura contendo 2,25 uM de
ZEAe 1,25 uM de AIB (Tabela 1). No entanto, no primeiro
e no segundo subcultivo, os explantes inoculados em
meios de cultura com combinagdes de fitorreguladores
nao apresentaram diferengas significativas no nimero
médio de brotagdes (teste de Tukey, P=0,05).

521

As combinagdes de fitorreguladores testadas para
a peroba-rosa induziram a formagao de trés a quatro
brota¢des mais alongadas, que mediam entre 1,0 e 3,0
cm de comprimento, do que as obtidas em meios de
cultura suplementados com concentragdes mais
elevadas de substancias com atividade citocininica
(5 e 10 pM), facilitando com isso a transferéncia para
a etapa seguinte de enraizamento. A maioria das
brotagdes regeneradas em meio basal, suplementado
com 10 uM de BAP, mediam entre 0,5 e 1,0 cm de
comprimento, necessitando de subcultivo para meio
de alongamento, antes da inducdo de raizes.
Resultados semelhantes foram obtidos para
Cleistanthus collinus, com brota¢gdes mais longas
induzidas em meios de cultura acrescidos de 2,2 uM
de BAP (QURAISHI et al., 1996). Trindade et al. (1990)
constataram que niveis baixos de BAP (0,4 e 1,1 uM),
combinados com concentracdo elevada de auxina
(2,5 uM de AIB), estimularam a multiplicacao in vitro
de Eucalyptus globulus, e o efeito das auxinas
provavelmente foi compensar os niveis baixos de
citocininas. Declerck e Korban (1994) constataram
que, no periodo de estabelecimento da cultura de
Cornus florida, os meios de cultura contendo AIB
estimularam um incremento na produg¢ao de brotacdes
axilares com os niveis mais elevados de BAP (=3,3
mM). J4, com o emprego de concentragdes inferiores
(22,2 mM de BAP), a presenca de AIB nao interferiu
na taxa média de regeneracio de brota¢des, assim
como observado no presente trabalho. Chalupa (1987)
também testou o efeito de diferentes citocininas:
CIN, BAP, 2iP e ZEA na multiplicacdo de Quercus,
Castanea, Fraxinus, Betula e Carpinus.
Concentragdes mais reduzidas de BAP (0,88-4,44 uM)
produziram as maiores taxas de multiplicagdo.

Tabela 1 —Taxa média de regeneragao de brotagdes de Aspidosperma polyneuron obtidas em meio de cultura WPM, suplementado

com combinagdes de fitorreguladores

Table 1 — Mean regeneration rate of Aspidosperma polyneuron shoots obtained in WPM culture medium, supplemented

with combinations of growth regulators

Fitorreguladores (uM)

Taxa Média de Regeneracao de Brotagdes

Cultivo Inicial

Primeiro Subcultivo Segundo Subcultivo

2,25 ZEA + 1,25 AIB 2,00 b!
2,25 BAP + 1,25 AIB 2,17 ab
2,25 CIN + 1,25 AIB 2,67 a

2,67 a 3,67 a
3,50 a 3,50 a
3,00 a 3,33 a

'Médias com letras diferentes nas colunas diferem significativamente, pelo teste de Tukey (P£0,05).
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Huetteman e Preece (1993) sugeriram o emprego
de um meio de cultura primdrio para indugéo de taxas
elevadas de regeneracdo de brotagdes. Posteriormente,
os tufos de brotacdes poderiam ser transferidos para
meios de cultura secundarios com outras combinacdes
de fitorreguladores. Assim, os explantes de peroba-
rosa podem ser induzidos a regenerar brotagdes em
meio de cultura WPM, contendo 8,8 uM de BAP e depois
transferidos para meio de cultura contendo 2,25 uM
de BAPe 1,25 uM de AIB, para promover o alongamento
dos tufos de brotacdes. A preferéncia pelo BAP, em
vez da ZEA, ocorreu devido ao custo mais baixo desse
fitorregulador.

3.3. Enraizamento

A analise estatistica dos tratamentos pulsos de
imersdo das bases das brotagdes de peroba-rosa com
AIB revelou significdncia para interagao tempo x
concentragio (Teste F, P<0,05).

Os tratamentos de imersao das bases das brotagdes,
durante 15 minutos, resultaram em porcentagens de
enraizamento superiores aquelas observadas nos
tratamentos realizados durante 5 minutos, quando se
utilizaram os niveis de 5 e 10 mM de AIB.

A andlise de regressdo revelou significincia
estatistica para a porcentagem de enraizamento das
brotacdes obtida apds os tratamentos com AIB,
observando-se aumento nessa porcentagem, proporcional
ao aumento da concentracdo de AIB (Figura 2). O tempo
de 15 minutos aumentou a porcentagem de enraizamento
até a concentrag¢do de 10 mM de AIB, enquanto para
o tempo de 5 minutos ocorreu maior aumento na
porcentagem de enraizamento até 5 mM de AIB, seguido
de uma tendéncia de estabiliza¢do da porcentagem de
enraizamento nas concentragdes mais elevadas. Bennett
e Davies Jr. (1986) obtiveram resultados semelhantes
aos do presente trabalho, em resposta a niveis mais
reduzidos de AIB em brotacdes de Quercus shumardii.

3.4. Transplantio e aclimatizacio de mudas

Apesar de as brotagcdes de peroba-rosa
apresentarem apenas uma ou duas raizes, as mudas
plantadas exibiram taxas de sobrevivéncia superiores
290%. Logo apds o transplantio, as mudas formaram
folhas novas e reiniciaram o crescimento. Depois de
8 a 12 semanas de permanéncia em bandejas de
semeadura, as mudas possuiam raizes bem desenvolvidas
e foram transplantadas para sacos pldsticos,
permanecendo ainda em casa de vegetacdo.
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Figura 2 — Efeito dos tratamentos com solucdes de AIB
no enraizamento (%) de brotagdes de Aspidosperma
polyneuron.

Figure 2 — Treatment effect with IBA solution on rooting (%)

of Aspidosperma polyneuron shoots.

Com base nos resultados obtidos, pdde-se
estabelecer um protocolo de regeneragao in vitro de
peroba-rosa pela micropropagacgio. A utilizagdo desse
protocolo permite uma previsao do nimero de mudas
regeneradas in vitro, apés um periodo de seis meses,
considerando-se que a eficiéncia de cada etapa seja
de 70%. Assim, partindo-se de 100 brotagdes apicais,
a inducdo de brotacdes multiplas ocorre em meio de
cultura WPM, suplementado com 8,8 uM de BAP,
resultando em taxas médias de regeneracao de 3; 4;
e 4,5 brotagdes, respectivamente para o cultivo inicial
e dois subcultivos. O estdgio de alongamento ocorre
em meio de cultura WPM, acrescido de 2,25 uM de
BAPe 1,25 uM de AIB, durante um més, com uma taxa
média de regeneragdo de 3,5 brotagdes. A inducgido de
raizes ocorre em resposta a tratamento- pulso com solugio
de 10 mM de AIB, durante 15 minutos, com 70% de
enraizamento. Finalmente, o transplantio e aclimatizacio
podem ser efetuados em casa de vegetagido com 70%
de sobrevivéncia. Em decorréncia, poderia ser prevista
a obtencdo de 1.667 mudas de peroba-rosa apds um
periodo de seis meses.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi estabelecido um protocolo
de regeneracio de mudas de peroba-rosa a partir de
material juvenil. De maneira geral, os fitorreguladores
testados foram eficientes para promover a quebra de
dominancia apical e o desenvolvimento de brotagdes
axilares de peroba-rosa. BAP e ZEA proporcionam as
maiores taxas médias de regeneracao, nos niveis entre
4.4 e 8,8 UM, constatando-se que o nimero de brotacdes
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aumenta com o nimero de subcultivos. Brotagdes mais
alongadas ocorrem como resposta ao emprego de
concentragdes mais reduzidas de ZEA e CIN. A
aclimatizagdo de plantas de peroba-rosa obtidas in
vitro foi possivel, tornando vidvel a micropropagacao
dessa espécie.
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