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ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Peltophorum dubium ((Spreng.) Taub.)
EM FUNCAO DAS CONCENTRACOES DO MEIO MS

Andressa Vasconcelos Flores', Lia Rejane Silveira Reiniger?, Aline Ritter Curti®, Aline Paim?,
Josiana Scherer Bassan’, Ana Catarina Monteiro Carvalho Mori da Cunha®

(recebido: 5 de abril de 2010; aceito: 22 de agosto de 2011)

RESUMO: Neste trabalho, objetivou-se verificar a influéncia de diferentes concentragdes do meio MS no estabelecimento in vitro
de segmentos apicais caulinares (80-100 mm) de canafistula isolados, a partir de plantulas germinadas em condi¢des assépticas. As
concentragdes de sais de 50, 75, 100, 125 e 150% do meio de cultivo MS, foram suplementadas com 30 g L' de sacarose, 100 mg
L de mio-inositol, 7 g L' de 4gar ¢ o pH, ajustado para 5,7. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 20
repeticdes, cada uma consistindo de um frasco contendo um explante. As culturas foram mantidas por 60 dias em sala de cultivo
sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 20 pmol m? s e temperatura de 25+2°C. Nio houve efeito das diferentes
concentragdes do meio MS para a maioria das variaveis, sendo observadas elevadas médias gerais de sobrevivéncia (98%) e de
estabelecimento (98%) in vitro. O maior numero de folhas (2,8) ocorreu na dilui¢do de 75%, com redug@o a partir dessa diluicdo.
Nessa mesma concentragdo, houve a maxima calogénese, que foi diminuindo até ndo ser observada sob 125% da composigéo original;
a 150% houve, novamente, presenga de calos. Nao ocorreu enraizamento de explantes durante o cultivo in vitro. Considerando-se o
conjunto das variaveis avaliadas e, adicionalmente, que a presenga de calos ndo ¢ desejavel, recomenda-se o emprego da concentragdo
original de sais do meio de cultivo MS no estabelecimento in vitro de segmentos apicais caulinares de canafistula.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, segmentos apicais caulinares, espécie florestal.

IN VITRO ESTABLISHMENT OF Peltophorum dubium ((Spreng.) Taub.)
IN FUNCTION OF CONCENTRATIONS OF THE MS MEDIUM

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the influence of several concentrations of MS medium on in vitro establishment
of Peltophorum dubium shoot apical segments (80-100 mm) isolated from seedlings germinated under aseptic conditions. The salts
concentrations 50, 75, 100, 125 and 150% of MS medium, were supplemented with 30 g L' sucrose, 100 mg L' of myo-inositol, 7
g L agar and pH adjusted to 5.7. The experimental design was completely randomized, with 20 replications, each consisting of a
vial containing one explant. The cultures were maintained for 60 days in culture room under 16-hour photoperiod, light intensity of
20 pmol m? s and temperature of 25+2°C. There was no effect of different concentrations of MS medium for most variables. High
average of in vitro survival (98%) and establishment (98%,) were observed. The largest number of leaves (2.8) occurred at a dilution
of 75%, decreasing from this point. At the same concentration the highest callus induction was observed, which was decreasing until
not be observed under 125% of original composition; at 150% there was, again, the presence of calli. It was not observed rooting
of explants during in vitro cultivation. Considering the set of variables and, additionally, that the presence of calli is not desirable,
it is recommended the use of the original concentration of salts from the MS nutrient medium for the in vitro establishment of P.
dubium shoot apicals segments.

Key words: Tissue culture, shoot apical segments, forestry species.
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1 INTRODUCAO

No Rio Grande do Sul, ainda existem muitas
espécies florestais nativas com potencial para a utilizag@o
em plantios comerciais e que poderiam substituir as espécies
exoticas na industria moveleira, celuldsica e na produgao
de lenha e carvao, entre outras finalidades (LORENZI,
1992; REITZ et al., 1988). A canafistula (Peltophorum
dubium (Spreng.) Taub.) é uma espécie florestal nativa
com ampla dispersdao geografica, desempenhando um
papel pioneiro nas areas abertas, em capoeiras e matas
degradadas (CARVALHO, 2003; MARCHIORI, 1997).
P. dubium desenvolve-se, naturalmente, em varios tipos
de solo, sendo pouco exigente em relacdo a fertilizagao
quimica e apresentando um rapido crescimento e facil
adapta¢ao (CARVALHO, 2003).

A propagacdo vegetativa in vitro ou clonagem in
vitro, também denominada micropropagagdo ¢ a técnica
de cultura de tecidos de maior impacto e tem mostrado
enorme importancia pratica e potencial nas areas agricola,
florestal e horticola (BORGATTO; HAYASHI, 2002;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A técnica
viabiliza a clonagem de varias espécies, permitindo a
formagdo de individuos geneticamente idénticos a partir
de células, 6rgaos ou pequenos fragmentos de uma planta
(SOUZA; JUNGHANS, 2006) cultivados em meio
de cultivo, sob condigdes ambientais controladas, por
periodos indefinidos, até a formacao da nova planta para
posterior aclimatizagdo.

Na cultura de tecidos a escolha do meio de cultivo
mais adequado ao objetivo que se busca constitui-se
em etapa indispensavel. Os meios de cultivo fornecem
substancias essenciais para o crescimento, como macro
e micronutrientes em diferentes proporgdes, carboidratos
como fonte de carbono (sacarose, glucose, maltose),
vitaminas (tiamina, piridoxina e acido ascorbico), além
de outros nutrientes como inositol e sorbitol, também
controlam o padrio de desenvolvimento in vitro (DAMIAO
FILHO, 1995; HU; FERREIRA, 1998; SILVA et al., 2006).

Embora nio exista uma formulagdo padrédo, o
meio Murashige e Skoog - MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), desenvolvido para a cultura de células de Nicotiana
tabacum, apresenta resultados satisfatorios para diversas
espécies em sua formulacdo original ou em diluigdes e
modificagdes. Entretanto, em espécies lenhosas, o meio
MS nao tem mostrado resultados satisfatdrios em alguns
casos, observando-se que composi¢des mais diluidas em
macronutrientes proporcionaram melhor desempenho
(MELO et al., 1999). Em explantes de Kielmeyera

Cerne, Lavras, v. 17, n. 4, p. 549-553, out./dez. 2011

Flores, A. V. et al.

coriacea, Pinto et al. (1996) observaram que o meio MS
na concentracdo de sais integral ou reduzida a metade
proporcionou taxas elevadas de multiplicacdo. Disarz e
Corder (2009) verificaram que o meio MS na concentragao
original promoveu maior formacao de gemas e folhas em
explantes de Acacia mearnsii e, na concentragao de 25%
dos sais de MS combinado com 1 g L*! de carvéo ativado,
promoveu maiores taxas de multiplicag@o e enraizamento.
Para a espécie Cabralea canjerana, Rocha et al. (2007)
verificaram que, durante a multiplicacdo de explantes do
tipo segmentos nodais em presenca de 2,5 uM de BAP,
o meio MS na concentragdo original propiciou um bom
resultado.

Diante do exposto e considerando-se a caréncia de
informagdes a respeito do cultivo in vitro de canafistula,
neste trabalho, objetivou-se verificar a influéncia de
diferentes concentragdes do meio de cultivo MS no
estabelecimento in vitro de segmentos apicais caulinares
da espécie.

2 MATERIAL E METODOS

Os explantes utilizados no ensaio foram oriundos
da germinagdo de sementes coletadas e armazenadas
pela Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria —
FEPAGRO/Florestas, em Santa Maria, RS provenientes
da colheita de 2006.

Para a obtencdo dos explantes, as sementes foram
escarificadas mecanicamente (com lixa) na ponta oposta
ao hilo ¢ desinfestadas por meio de imersdo em solug@o
de etanol a 70% (v/v) por 30 segundos e, posteriormente,
imersas em solu¢@o de hipoclorito de sodio a 2% (v/v)
por 10 minutos. Na sequéncia, sofreram triplice enxague
com agua destilada e autoclavada e foram, imediatamente,
inoculadas em frascos contendo 30 mL de meio dgar-dgua
a 7% (p/v) em camara de fluxo laminar. Posteriormente,
foram transferidas para a sala de cultivo (25 £2°C, 16 h
de luz e 20 pumol m? s™!) onde permaneceram por 30 dias,
quando, entdo, os segmentos apicais caulinares com,
aproximadamente 80-100 mm, contendo de um a dois nds,
foram excisados e inoculados nos diferentes tratamentos,
sob condicdes assépticas.

Os tratamentos consistiram de cinco concentragdes
de sais (50, 75, 100, 125 e 150%) do meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). O meio de cultura foi
suplementado com 30 g L' de sacarose, 100 mg L' de
mio-inositol, 7 g L' de agar e o pH, ajustado para 5,7.
Posteriormente, aliquotas de 30 mL do meio de cultivo
foram transferidas para frascos de vidro com capacidade
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para 150 mL, os quais foram vedados com papel aluminio
e autoclavados por 15 minutos a temperatura de 121°C ¢
1 atm de pressao.

Neste ensaio, empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, com 20 repeti¢des, sendo cada
repeticdo composta por um frasco de vidro contendo um
explante. Os frascos foram dispostos em sala de cultivo
sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 20
umol m? s obtida a partir de ldampadas fluorescentes
brancas frias, do tipo luz do dia e temperatura de 25+2°C.

Efetuaram-se as avaliagdes aos 60 dias de
cultivo in vitro, observando-se: sobrevivéncia (%) e
estabelecimento in vitro (%), nimero de folhas, presenca
de calo (%) ¢ enraizamento (%). Consideraram-se
sobreviventes os explantes que apresentaram coloragio
verde e estabelecidos, aqueles que desenvolveram novos
primoérdios foliares e/ou radiculares.

Realizaram-se, inicialmente, os testes de Lilliefors
e de Cochran e Bartlett, sendo, apds, efetuadas analises de
variancia e de regressao polinomial. Utilizou-se o programa
estatistico ‘Statistica’ versdo 7.0 (STATSOFT, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes do meio de cultivo MS nao
afetaram a maioria das varidveis-resposta avaliadas na
fase de estabelecimento in vitro de segmentos apicais
caulinares de canafistula, conforme se pode observar
na Tabela 1. Observaram-se elevadas médias gerais de
sobrevivéncia (98%) e de estabelecimento (98%) in vitro.
Resultados semelhantes foram verificados por Rodrigues
et al. (2003), que, também, ndo observaram diferengas
significativas no estabelecimento in vitro de porta-enxertos
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de Prunus sp. no meio MS nas concentragdes de 75% e
de 100%. Igualmente, Rocha et al. (2007) relataram que
a concentracdo original e dilui¢des (50 e 75%) do meio
de cultivo MS ndo influenciaram o estabelecimento de
porta-enxertos de Prunus cv. Tsukuba, obtendo médias
elevadas para essa variavel (96,67 a 99,33%), da mesma
maneira como observado no presente trabalho.

Houve efeito significativo da concentragao de sais
do meio MS somente para nimero de folhas e presenga
de calos (Tabela 1). Nao foi observado nenhum explante
enraizado durante o cultivo in vitro, demonstrando nao
haver influéncia das diferentes concentragdes de sais do
meio MS sobre o enraizamento in vifro em segmentos
apicais caulinares de canafistula.

Para o nimero de folhas, houve o ajuste de modelo
quadratico de equagdo de regressdo para as diferentes
concentragdes de sais do meio MS (Figura 1). O maior
numero de folhas (2,8) foi observado na diluigdo de 75%,
decrescendo com o aumento de sais no meio de cultivo.
Esse resultado possibilitaria relativa economia na etapa
de estabelecimento in vitro em culturas de canafistula,
em nitido contraste ao relatado com Ocimum basilicum
L. e Zantedeschia aethiopica L. Spreng. em que o maior
numero de folhas por explante foi registrado quando o
cultivo ocorreu na concentragdo original do meio MS
(RIBEIRO et al., 2007,2008). Comportamento quadratico
para o numero de folhas foi igualmente observado em
Vitis vinifera, porém a maior média (2,51) foi observada
no meio de cultivo diluido a metade dos sais de MS
(VILLA et al., 2006). A similaridade dos resultados
citados demonstra que a concentracdo de sais do meio
MS influencia na formagao de folhas, porém, a direcao
da resposta ¢ intrinseca da espécie.

Tabela 1 — Analise de variancia para sobrevivéncia (%) e estabelecimento (%) in vitro, nimero de folhas e presenga de calo (%) em
segmentos apicais caulinares de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) cultivados em diferentes concentra¢des de sais
do meio de cultivo MS, apos 60 dias de cultivo. Santa Maria, RS, 2008.

Table 1 — Analysis of variance for in vitro survival (%) and establishment (%), number of leaves and presence of callus (%) in shoot
apical segments of Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. grown in differents salts concentrations of the MS nutritive medium, after

60 days of culture. Santa Maria, RS, 2008.

. Quadrado Médio
Causa da variagdo GL - - -
Sobrevivéncia (%)  Estabelecimento (%) N° de folhas Presenca de calo (%)
Concentragdo de MS 4 400,00 400,00 2,25% 20250,00*
Residuo 95 184,97 189,47 0,71 1357,89
Média geral 98,00 98,00 2,35 30,00
CV(%) 14,05 14,05 35,94 122,83

"Significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
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Figura 1 — Numero de folhas produzidas a partir de segmentos
apicais caulinares de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub.) cultivados em diferentes concentragdes de sais do meio de
cultivo MS, apos 60 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, 2008.

Figure 1 — Number of leaves produced from shoot apical
segments of Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. grown in
different salts concentrations of the MS nutritive medium, after
60 days of in vitro culture. Santa Maria, RS, 2008.

Em relacdo a presenga de calo, obteve-se um
ajuste de regressdo a um polindmio de terceiro grau para
as concentracgdes de sais do meio MS (Figura 2). A maior
formagdo de calos (80%) foi verificada na diluicdo de
75% e auséncia de calogénese, na concentragao de 125%
de sais do meio MS; a 150% observou-se, novamente
a presenga de calos. Considerando-se que a formagao
de calos pode desperdicar energia que poderia ser
direcionada a organogénese, esse processo ¢ indesejavel
no estabelecimento in vitro.
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Figura 2 — Presenca de calo (%) nos segmentos apicais caulinares
de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) cultivados
em diferentes concentragdes de sais do meio de cultivo MS, ap6s
60 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, 2008.

Figure 2 — Presence of callus (%) in Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub. shoot apical segments grown in different salts
concentrations of the MS nutritive medium, after 60 days of in
vitro culture. Santa Maria, RS, 2008.
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4 CONCLUSOES

A sobrevivéncia e o estabelecimento in vitro
de segmentos apicais caulinares de canafistula ndo
sdao influenciados pelas diferentes concentragdes do
meio de cultivo MS, observando-se elevadas médias
independentemente da concentragdo empregada.

O numero de folhas e a calogénese em segmentos
apicais caulinares de canafistula sdo favorecidos pelo uso
da dilui¢do de 75% dos sais do meio MS.

Considerando-se o conjunto das variaveis avaliadas
e, adicionalmente, que a presenga de calos ndo ¢ desejavel,
recomenda-se o emprego da concentragdo original de sais
do meio de cultivo MS no estabelecimento in vitro de
segmentos apicais caulinares de canafistula.
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