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RESUMO

O presente trabalho objetivou estabelecer um protocolo bésico para a micropropagacéo da
caixeta Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch. Segmentos nodais foram desinfestados
em hipoclorito de sddio 10 % por diferentes periodos de exposicéo, e inoculados em dois meios
bésicos: WPM (Lloyd & McCown, 1981) e MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementados com
BAP, TDZ, ANA, GA;, AIB e carvao ativado em diferentes combinagdes e concentragdes para cada
estédio de desenvolvimento. A desinfestaco dos segmentos nodais com hipoclorito de sddio por 10
minutos proporcionou os melhores resultados para o estabelecimento asséptico das culturas. A maior
taxa de regeneracio e alongamento de brotacBes foi obtida com o meio WPM contendo 1,0 mg.I™* de
BAP. Contudo ap0s trés subcultivos neste mesmo meio observou-se reducdo na taxa de
multiplicaco. O enraizamento das brotacBes foi obtido no meio WPM suplementado com 1,0 mg.I™
de AIB. O processo de aclimatizagdo possibilitou a sobrevivéncia das plantulas micropropagadas as
condicdes ex vitro.
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ABSTRACT

This study was carried out aiming to study the in vitro regeneration of caixeta (Didymopanax
morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch.). In order to establish a basic micropropagation protocol axillary
buds and nodal segments were desinfested with sodium hipochlorite 10 % and innoculated in two
basal mediaa WPM (Lloyd & McCown, 1981) and MS (Murashige & Skoog, 1962) supplemented
with BAP, TDZ, NAA, GA; IBA and activated charcoa in defferent combinations and
concentrations for each developmental step. The desinfestation method based on sodium hipochlorite
during 10 minutes allowed the best results for the establishment of aseptic cultures in nodal
segments. With these explants the regeneration rate and the shoot elongation were higher in the
WPM medium containing 1,0 mg.I" BAP. However after three subcultures it was observed a
reduction in the regeneration rate. The rooting of regenerated shoots was observed in a WPM
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medium supplemented with 1,0 mg.I™ IBA. The acclimatization process allowed the plantlet survival
in ex vitro conditions.

Key words: Didymopanax morototoni; micropropagation; Plant tissue culture.

INTRODUCAO

A caixeta, Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch., € uma &rvore da familia
Araliaceae, que tem despertado interesse para 0 uso industrial devido as boas qualidades de sua
madeira. Aliada a influéncia humana na sua exploracéo, a caixeta apresenta ainda restricdes na sua
forma natural de reproducdo através de sementes (REITZ et al., 1988), e devido a estes fatores sua
presenca e distribuicdo nas florestas se faz de forma cada vez menos frequente. Caracteristicas de
crescimento do tronco dificultam a propagacdo vegetativa desta espécie através de métodos
convencionais, Como a estaguia e enxertia

A micropropagacéo, termo sugerido por HARTMAN & KESTER (1990), compreende o
cultivo asséptico de partes da planta em condi¢cbes controladas de nutricdo, luminosidade,
fotoperiodo e temperatura. Como forma de propagacao vegetativa, baseada em técnicas de cultura
de tecidos in vitro, a micropropagacao torna-se uma aternativa para a regeneracéo de plantas que
apresentam dificuldades de reproducdo natural, e também onde os métodos convencionais de
propagacao vegetativa ndo se tornam viavels (THORPE et al., 1991).

Um dos maiores beneficios desta técnica refere-se a possibilidade de capturar e fixar os
componentes aditivos e ndo aditivos da variadncia genética, através da propagacdo clonal, tornando-
se uma ferramenta poderosa nos programas de melhoramento florestal para a propagacéo massal de
gendtipos superiores (GEORGE & SHERRINGTON, 1984).

Segundo MURASHIGE (1974), a micropropagacdo pode ser conduzida através de uma
sequéncia de passos, ou estagios de desenvolvimento, cada um apresentando diferentes objetivos e
exigéncias em relacdo a composicdo do meio de cultura, concentragdo e tipo de regulador de
crescimento, e também, condicdes ambientais como luz, temperatura e fotoperiodo. A
micropropagacao, utilizando segmentos nodais como explantes, € um método direto de regeneracéo
de plantas através da indugcdo de crescimento e proliferacéo de gemas vegetativas axilares pré-
formadas. Envolve o isolamento e inoculagdo in vitro de segmentos nodais contendo gemas axilares
gue sdo estimuladas a crescer dando origem a brotagoes, e estas por sua vez, podem ser isoladas e
manipuladas como microestacas, ou multiplicadas de modo a formar tufos de novas brotagcdes. As
brotagOes formadas podem ser enraizadas in vitro ou ex vitro ( DEBERGH & READ, 1991). Este
procedimento pode originar respostas de propagacdo massal em progressdo geométrica, sendo que,
as plantas produzidas apresentam menores possibilidades de variages genéticas quando comparadas
aoutras técnicas que utilizam vias indiretas de regeneracdo  (THORPE et al., 1991).

Segundo BONGA (1985), por ser de manipulacdo relativamente fécil, principalmente devido
a0 tamanho do explante utilizado, e por originar plantas em geral geneticamente mais estaveis, a
proliferacdo de gemas axilares é a técnica mais utilizada para a micropropagacdo de plantas lenhosas
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em larga escala.

InvestigacBes revelaram a possibilidade de regeneracdo de plantas através da inducéo e
ativagdo de rotas morfogenéticas durante o cultivo in vitro de explantes foliares e radiculares da
caxeta (MANTOVANI & FRANCO, 1995ab). Assm sendo, este trabaho objetivou o
estabelecimento de um protocolo bésico para a micropropagacdo da caixeta, através da inducéo de
crescimento e proliferacdo de gemas vegetativas axilares em segmentos nodais.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento
de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria- RS.

Cultivo das plantas-fornecedor as e obtencéo dos explantes

Plantas jovens de caixeta, obtidas por sementes, foram mantidas em sala de crescimento sob
iluminagdo natural complementada por lampadas fluorescentes branca-frias, com intensidade
luminosa de aproximadamente 500 lux por 8 horas didrias, e temperatura em torno de 25°C. O
controle fitossanitario e nutricional destas plantas foi readlizado através de pulverizagbes semanais
intercaladas de fungicidas sistémico (Benomyl) e de contato (Captan) na concentracdo de 2,0 g.I™.
As regas foram feitas sempre que necessario diretamente no substrato com é&gua destilada e
quinzenalmente com solugdo nutritiva Ouro Verde. Para indugéo e crescimento de brotagdes,
efetuou-se a poda do dpice caulinar e também aplicou-se 2,0 mg.I" de BAP (6-benzilaminopurina)
através de pulverizagbes semanais até o inicio do crescimento das brotagtes. Os explantes foram
retiradas destas brotagdes, e em camara de fluxo laminar os segmentos nodais foram excisados com
aproximadamente dois centimetros de comprimento, mantendo-se duas gemas axilares.

Meiosde cultura

Os meios de cultura utilizados foram o WPM (Wood Plant Medium, elaborado por Lloyd &
McCown, 1981) e MS (elaborado por MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementados com as
auxinas ANA (4cido 1-naftalenoacético) e AIB (écido indol-3-butirico), as citocininas BAP (6-
benzilaminopurind) e TDZ (thidiazuron), e a giberelina GA; (&cido giberélico), em concentractes e
combinagdes variadas conforme cada teste.

A sacarose foi utilizada como fonte de carbono e adicionada aos meios de cultura na
concentrago de 30 g.L ™ (20 g.I™* para o enraizamento das brotagdes). O Carvao Ativado (1,5 g.1™) e
o agar (5,8 - 6,0 g.I"") foram dissolvidos por aguecimento nos meios de cultura apos o gjuste do pH
(5,8 com NaOH e/ou HCI 1N ap6s a adicdo dos reguladores de crescimento).

Os meios de cultura foram distribuidos em tubos de ensaio com capacidade de 60 ml (15
ml/tubo) e em frascos com capacidade de 200 ml (20 ml/frasco), os quais foram tampados com papel
aluminio e tampas plésticas e esterilizados em autoclave por 15 minutos a temperatura de 120°C e 1
atm de pressdo.
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Condigdes ambientais para crescimento das culturas

As culturas foram mantidas em sala de incubac&o sob controle de temperatura a 25°C (+2°C)
e fotoperiodo de 16 horas sob intensidade luminosa de aproximadamente 2000 lux, fornecida por
lémpadas fluorescentes branca-frias. Para os testes de desinfestagdo e isolamento, as culturas
permaneceram no escuro por um periodo inicial de sete dias, nas mesmas condi¢fes de temperatura.

Desinfestacdo de segmentos nodais

Os segmentos nodais permaneceram em recipiente com &gua corrente por 30 minutos e em
camara de fluxo laminar foram imersos em dcool 70% por 2 minutos e posteriormente em
hipoclorito de sodio (10%, a 2% de cloro ativo e pH gustado para 6,5) por 5, 10, 15 e 20 minutos.
ApOs a assepsia, 0s segmentos nodais foram lavados por trés vezes em &gua destilada e autoclavada
e as extremidades foram cortadas para remover o tecido danificado, e foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM sem reguladores de
crescimento. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 6 repeticdes
por tratamento e 5 tubos por parcela. A avaliagdo da taxa de contaminacéo foi efetuada aos 30 dias
apos ainoculagéo.

Inducéo de crescimento de gemas axilares

ApGs a escolha do melhor tempo de desinfestac@o, 0s segmentos nodais foram desinfestados
seguindo os procedimentos do teste anterior, utilizando-se écool 70% por 2 minutos e hipoclorito
de sbdio 10% por 10 minutos, e em seguida inoculados individuamente em tubos de ensaio
contendo o meio de cultura WPM acrescido de BAP nas concentragdes de 0,01; 0,10; 1,00 e 10,0
mg.I". O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 8 repeticdes por
tratamento e 5 tubos por parcela. As avaliagtes foram efetuadas aos 30 dias de inoculagéo.

Influéncia da composicéo do meio de cultura e do BAP na multiplicacéo de brotagdes

Brotagdes com 40 dias de idade e aproximadamente 1,5 cm de comprimento, provenientes
dos testes anteriores de desinfestacéo e inducéo de crescimento de gemas axilares (do tratamento
sem reguladores de crescimento), foram inoculadas em frascos contendo os meios de cultura MS;
WPM; MS +BAP 1,0 mg.I"* , e WPM + BAP 1,0 mg.I". A taxa de multiplicaco e o crescimento das
brotacdes foram avaliados ap6s dois subcultivos no mesmo meio de cultura (1 subcultivo a cada 30
dias). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 10 repeticbes por
tratamento e 3 frascos com 2 brotacdes por parcela

Efeito de reguladores de crescimento e do carvao ativado na multiplicacéo e qualidade de
brotagdes

Avaliou-se o efeito do TDZ e do BAP (1,0 mg.I™") em combinagdes com ANA e GA; (0,1
mg.I™") e do carvdo ativado (1,5 g.I™"), na multiplicacéo, alongamento e qualidade das brotagdes em
trés subcultivos no meio de cultura WPM (1 subcultivo a cada 30 dias). As brotagdes utilizadas
foram formadas em meio WPM + BAP 1,0 mg.I™*, da etapa anterior. O delineamento experimental
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utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeticOes por tratamento e 5 frascos com 3 brotages
por parcela

Devido a dificuldade na determinacdo do nimero e do comprimento das folhas e das
brotactes, a capacidade de multiplicagéo, crescimento e 0 aspecto das brotagdes, foram avaliadas na
forma descritiva, atribuindo-se notas conforme os seguintes critérios. (1) brotagdo morta; (2)
auséncia de brotacbes novas e folhas amareladas; (3) brotagdes novas, caules curtos e folhas verdes
pequenas, (4) brotagdes novas, caules alongados e folhas verdes grandes (maiores que 10 mm de
comprimento).

Enraizamento de brotacgdes

Brotagbes com aproximadamente 2 cm de altura (provenientes do teste anterior do
tratamento com carvéo ativado 1,5 g.I™* ), foram inoculadas em meio WPM acrescido de carvéo
ativado (1,5 g.I") e AIB nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg.I™. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com 6 repeticdes por tratamento e 5 frascos com 3 brotaces
por parcela. As avaiagBes foram realizadas apds 30 dias da inoculagéo.

Aclimatizagdo das plantulas micropropagadas

ApGs 0 enraizamento in vitro, os frascos de cultura foram destampados permanecendo na
sala de incubagdo. Apds 7 dias as plantulas foram removidas e tiveram as raizes lavadas em agua
corrente, e em seguida foram transferidas para copos plasticos contendo substrato esterilizado
(vermiculita e solo mineral 2:1 v/v). Utilizou-se garrafas pléasticas transparentes sobre cada planta
para manter um ambiente Umido. Apds 7 dias as plantulas foram transferidas para sda de
crescimento com luz, temperatura e umidade relativa do ar em condigdes naturais. Neste ambiente as
garrafas plasticas foram perfuradas na extremidade superior e finalmente apds 7 dias foram retiradas
e transferidas para viveiro florestal. Apds esta etapa de aclimatizagéo as plantulas foram transferidas
para ambiente de casa de vegetacdo onde avaliaou-se a taxa de sobrevivéncia

RESULTADOSE DISCUSSAO

O cultivo das plantas fornecedoras de explantes, em condi¢cbes controladas foi fator
fundamental para o estabelecimento in vitro das culturas de caixeta. Testes anteriores utilizando
segmentos nodais e discos foliares destas plantas revelaram atos niveis de contaminacdo por fungos
e bactérias, mesmo apds o processo de desinfestacdo superficial (MANTOVANI & FRANCO,
1995h).

Segundo LEIFERT et al. (1991), a condicdo fitossanitaria da planta determina a eficiéncia no
processo de desinfestacdo dos explantes. A utilizagdo de fungicidas de contato permite a eliminacéo
ou a reducdo da presenca de fungos exdgenos, e 0s agentes sistémicos como o Benomyl sdo
indicados por apresentarem amplo espectro de agdo, possibilitando o controle de fungos de natureza
endégena, 0s quais ndo sA0 expostos aos agentes utilizados na desinfestagdo superficia dos
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explantes (HALDEMAN et al., 1987).

Embora tenha sido obtida reducéo na ordem de 10% na contaminacdo dos explantes de
caixeta em condigdes in vitro através das medidas adotadas, principalmente em relacdo a
contaminagdo flungica, a ocorréncia de contaminagdo bacteriana foi verificada mesmo ap6s o
processo de desinfestacdo superficial dos explantes. A exata identificacdo destas bactérias ndo foi
possivel devido a grande variedade de géneros encontrados em cada andlise. As bactérias observadas
poderiam tanto ser de origem endégena como exdgena. Por esta razdo, optou-se pela ndo utilizagdo
de antibiéticos no cultivo in vitro da caixeta, pois 0 sucesso destes tratamentos depende do
isolamento e da exata identificacéo da bactéria (LEIFERT et al.,1991).

A fertilizagdo e as aplicagbes de BAP estimularam o crescimento das plantas e o surgimento
de brotagdes laterais que foram utilizadas como fontes de explantes. Estas medidas também foram
utilizadas por DREW (1988) e JANKOWSKI & GRACA (1993), para estimular a brotacéo de
ramos laterais em plantas de mamoeiro e canela-sassafras respectivamente, aumentando a
disponibilidade e promovendo o rejuvenescimento dos explantes.

Desinfestacdo de segmentos nodais

O aumento do periodo de exposicdo ao hipoclorito de sodio (10 %) reduziu
consideravelmente a contaminacdo dos segmentos nodais de caixeta por fungos e bactérias, como
pode ser visto na  Figura 1.
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FIGURA 1: Porcentagem de segmentos nodais de caixeta (Didymopanax morototoni), contaminados
por fungos e bactérias, apOs tratamentos com hipoclorito de sddio (10%), em
diferentes tempos de exposi¢do, aos 30 dias de cultivo in vitro.

Em relacéo a testemunha, sem exposicéo ao hipoclorito de sddio, observou-se uma acentuada
reducdo na contaminagdo, até o periodo de tempo de 10 minutos, sendo que a partir deste, a
contaminagdo continuou decrescente porém ndo tdo pronunciada. A menor porcentagem de
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contaminagdo (30%), ocorreu no tratamento com 20 minutos de exposi¢do ao hipoclorito de sodio.
A acdo destes microorganismos pode inibir o desenvolvimento das culturas pela concorréncia por
nutrientes e producdo de toxinas que modificam a composicdo do meio de cultura (LEIFERT et
al.,1991).

A imersdo dos segmentos nodais em hipoclorito de sodio por 15 e 20 minutos proporcionou
as menores taxas de contaminagdo, porém danificaram os tecidos provocando escurecimento e
necrose, resultando nainibicdo do desenvolvimento e morte dos explante.

A sobrevivéncia e estabelecimento dos segmentos nodais de caixeta, foi observada na
auséncia de contaminagdo e de necrose. Observa-se na Figura 2, que a maior porcentagem de
explantes sobreviventes ( em torno de 53%), e consequentemente capazes de regenerar brotagoes,
foi obtido no tratamento com 10 minutos de exposi¢ao ao hipoclorito de sodio.

Y=5,61900 + 7,68573 X - 0,314286 X> R?= 0,386568
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FIGURA 2. Porcentagem de segmentos nodais de caxeta (Didymopanax morototoni),
sobreviventes, apds tratamentos com hipoclorito de sodio (10%), em diferentes
tempos de exposicao, aos 30 dias de cultivo in vitro

Inducéo de crescimento de gemas axilares em segmentos nodais

Apos 30 dias de cultivo, observou-se em todos os tratamentos o desenvolvimento das gemas
axilares que formaram brotagdes, sendo que o nimero maximo foi de duas brotagdes por segmento
nodal, uma para cada gema axilar pré-formada. A porcentagem de segmentos nodais com brotagcdes
emitidas, e também o comprimento destas, foram influenciados pela concentragdo do BAP. As
citocininas, segundo PREECE (1995), atuam na quebra da dominancia apical e na indugéo e
crescimento de brotactes em segmentos nodais.

Como pode ser visto na Tabela 1, o aumento da concentragdo de BAP proporcionou
aumento nas respostas de inducgo de brotagdes, até a concentraco de 1,0 mg.l™, onde obteve-se a
maior taxa, de 87,5% de segmentos nodais com gemas axilares induzidas formando brotagdes. Na
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concentragdo de 10 mg.I™ este resultado diminuiu para 52,5%.

O mesmo comportamento foi verificado em relacdo ao comprimento médio das brotactes
formadas. O BAP estimulou o alongamento das brotagdes, até a concentracdo de 1,0 mg.I™*, onde
obteve-se a média de 1,90 cm. Porém, na concentragio de 10,0 mg.I™ de BAP houve inibicio do
crescimento, originando brotagbes com tamanhos menores do que aquelas formadas nos segmentos
nodais da testemunha. A sensibilidade a niveis elevados do BAP foi identificada da mesma forma por
PINTO et al. (1994), em segmentos nodais de Kielmeyera coriacea, onde concentragcbes desta
citocinina, acima de 8 mg.I"™" provocaram a formag&o de brotagbes anormais e de menor tamanho.

TABELA 1: Porcentagem de segmentos nodais de caixeta (Didymopanax morototoni) com
brotagcdes emitidas e comprimento médio das brotagdes em funcdo das concentracdes
de BAP, ap6s 30 dias de cultivo in vitro

Tratamentos Segmentos nodais com Comprimento médio das
(BAP mg.I') brotages (%) brotagdes (cm)
Testemunha 325 c 1,35 bc

0,01 50,0 bc 1,38 bc

0,10 65,0 ab 1,81 ab

1,00 87,5 a* 1,90 a

10,00 52,5 bc 0,89 ¢

C.V. (%) 31,73 24,18

Médias ndo seguidas por mesma letra diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
ero.

Verificou-se que alta concentracdo de BAP (10,0 mg.I™"), provocou a formacdo de brotages
atipicas de caixeta, com entrends curtos e com folhas curvadas, espessas, quebradicas e de tamanho
reduzido. Segundo ZIV (1991), estes sintomas sdo provocados por desordens fisioldgicas,
denominadas de vitrificagdo, que ocorrem frequentemente na cultura in vitro de muitas espécies, e
sd0 atribuidas principalmente ao excesso de citocininas nos meios de cultura.

Influéncia da composicéo do meio de cultura e do BAP na multiplicacéo de brotagdes

Pode-se observar, pelos dados apresentados na Tabela 2, que o meio WPM proporcionou 0s
melhores resultados de multiplicacdo de brotactes de caixeta quando comparado a0 meio MS. Na
auséncia da citocinina, 0 meio WPM proporcionou maior porcentagem de explantes com novas
brotactes (36,7%) em relacdo ao meio MS (18,3%). Da mesma forma, a porcentagem de brotacbes
com folhas maiores que 10 mm de comprimento, foi maior no meio WPM (50,0%) do que no meio
MS (18,2%).

A adicdo de BAP (1,0 mg.I") aos meios proporcionou aumento na porcentagem de explantes
com novas brotagbes e também maior expansio foliar. O meio WPM + BAP (1,0 mg.™) foi o
tratamento que induziu as maiores porcentagens de explantes com formagdo de novas brotagcdes
(80%), e de novas brotagcbes com folhas maiores que 10 mm de comprimento (75,0%). Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por BIASI (1993), e também, por PINTO et al. (1994), na
multiplicagdo de abacateiro e Kielmeyera coriacea, respectivamente
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As citocininas tem fungdo primordial na diviso celular e podem estar envolvidas na sintese
de proteinas, fundamental ao processo de mitose, e atuam também, na quebra da dominancia apical e
na inducdo e crescimento de brotagtes (PREECE, 1995).

TABELA 2: Porcentagem de explantes de caixeta (Didymopanax morototoni) com novas brotagoes,
e brotaces com folhas maiores que 10 mm de comprimento, em fungdo da composicao
do meio de culturae do BAP (1,0 mg.L™), ap6s 60 dias de cultivo in vitro.

Tratamentos Explantes com novas brotaces Brotagdes novas com folhas
(%) maiores que 10mm de
comprimento (%)

MS 18,3 b 18,2¢c

WPM 36,7 b 50,0b

MS + BAP 38,3b 39,1 bc

WPM + BAP 80,0 a* 75,0a

C.V. (%) 39,6 42,7

Médias ndo seguidas por mesma letra diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
ero.

Embora o BAP sgja utilizado na maioria dos sistemas experimentais in vitro, verifica-se as
vezes, que as culturas apresentam diferentes sensibilidades a esta citocinina dependendo do meio de
cultura utilizado. DESCHAMPS (1993), observou que as brotagdes de sarandi apresentaram um
maior desenvolvimento em meio WPM sem reguladores de crescimento, e que a adicdo de BAP foi
responsavel pela reducdo do nimero de folhas por explante e também pela reducéo do comprimento
das brotagdes. NANNETTI & PINTO (1995), verificaram a necessidade de diferentes concentracoes
de citocininas para diferentes niveis de nitrogénio e calcio para o desenvolvimento de brotacdes de
Heliconia sp. RAGHAVA et al. (1992), compararam diferentes diluicdes do meio MS com o0 meio
WPM acrescidos de diferentes reguladores de crescimento, e observaram que a composicao e a
concentracdo dos nutrientes no meio de cultura influenciaram no requerimento de diferentes
concentracOes de reguladores de crescimento para a mesma espécie. Segundo PREECE (1995), no
melo MS completo foi necessario somente um quarto da concentracdo de TDZ para induzir o
mesmo resultado que foi obtido com M S diluido & metade das suas concentragdes de sais. De fato, o
meio nutritivo pode afetar a resposta do explante ao regulador de crescimento. MURASHIGE &
SKOOG (1962), quando publicaram a formulagdo do melo MS, chamaram a atencdo para a
interrelacdo entre os sais inorganicos e os reguladores de crescimento no meio de cultura. Esta
interacdo entre nutrientes e reguladores de crescimento pode, em parte, explicar as diferencas na
capacidade de multiplicacéo de brotagdes e no desenvolvimento das folhas de caixeta. A menor
concentracdo de sais do meio WPM, em relagdo ao meio MS, induziu melhores resultados tanto na
auséncia como na presenca do BAP, sendo que na presenca desta citocinina o nimero de brotagdes
novas foi estatisticamente mais elevado que quando na auséncia de BAP (Tabela 2).

Efeito de reguladores de crescimento e do carvao ativado na multiplicacéo e qualidade de

brotacgdes
Como pode-se observar na Tabela 3, os tratamentos contendo BAP proporcionaram um
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maior nimero de novas brotacfes, desenvolvimento e também maior tamanho das folhas quando
comparados aos tratamentos contendo TDZ, da mesma forma que os tratamentos contendo GA; em
comparagdo aos tratamentos contendo ANA. A combinagdo de TDZ e GAj; proporcionou a
formagdo de brotagbes novas porém com caules curtos e folhas verdes pequenas, obtendo a nota
2,00 segundo os critérios adotados, enquanto que na combinacdo de TDZ e ANA ndo ocorreu
formacdo de novas brotagOes, e aquelas j4 formadas amarelaram e ndo apresentaram nenhum
desenvolvimento apds os trés subcultivos, obtendo a nota 1,48. O mesmo comportamento foi
verificado em relacdo ao BAP. A presenca de GA; promoveu a formagdo de brotagbes novas mais
desenvolvidas quando comparadas as brotagdes formadas na presenca de ANA. Desta forma, a
média das notas atribuidas aos critérios de avaliagdo foi 2,34 para o tratamento contendo BAP e GA;
e 1,78 para o tratamento contendo BAP e ANA.

TABELA 3: Média das notas atribuidas aos critérios de avaliagdo de multiplicacdo, crescimento e
aspecto das brotagdes de caixeta (Didymopanax morototoni) em resposta ao TDZ,
BAP, ANA, GA; e Carvao Ativado em meio de cultura WPM, ap6s 90 dias em trés
subcultivosin vitro.

Tratamentos Médias das notas das avaliacdes de
multiplicacdo
TDZ 1,0 mg.I'* + ANA 0,1 mg.I™* 1,48 b
TDZ 1,0 mg.I'*+ GA; 0,Amg.I* 200b
BAP 1,0 mg.I* + ANA 0,1 mg.I"* 1,78 b
BAP 1,0 mg.I" + GA; 0,1mg.I™" 2,34Db
CA.15¢gl" 392a

Médias ndo seguidas por mesma letra diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Kruskal-
Wallis.

A multiplicagdo, crescimento e qualidade das brotagbes nos tratamentos contendo
reguladores de crescimento foram inferiores aquelas observadas no tratamento contendo apenas
carvdo ativado. Este fato deve-se, provavelmente, a interagdo entre as citocininas exogenas,
utilizadas neste teste, com os niveis enddgenos de reguladores de crescimento, principalmente de
citocininas, ja que as brotagdes utilizadas foram provenientes do tratamento com BAP 1,0 mg.I™ do
teste anterior. Desta forma, a soma dos niveis endégenos com a concentracdo de citocininas
presentes no meio de cultura pode ter provocado toxidez, resultando em um efeito inibitério da
multiplicacdo das brotagdes, mesmo apos trés subcultivos

Alguns tipos de explantes exibem alto potencial regenerativo no inicio do cultivo, no entanto
este potencial pode graduamente declinar a medida dos subcultivos. Segundo
NARAYANASWAMY (1977), a toxidez causada pelo excesso de reguladores de crescimento no
meio de cultura, ou pelo prolongado periodo de tempo em que a cultura permanece exposta aos
reguladores de crescimento, podem provocar ateragdes genéticas, fisioldgicas e morfoldgicas
resultando na reducéo dataxa de multiplicagdo. Estes efeitos residuais de citocininas causam ainda, o
encurtamento dos caules, o que dificulta a individuaizagdo das plantas e o0 processo de
enraizamento. Segundo DEBERGH & READ (1991), o alongamento dos eixos caulinares e a
reducdo dos efeitos residuais das citocininas, podem as vezes ser obtidos com a utilizacdo de
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reguladores de crescimento do grupo das giberelinas e auxinas como também a utilizagdo de carvao
ativado no meio de cultura.

As brotagdes de caixeta, quando cultivadas na presenca de carvéo ativado apresentaram
brotacbes novas com folhas verdes grandes, geramente maiores que 10 mm de comprimento, e
caules alongados que permitiram a individualizagdo das brotagdes para posterior enraizamento. Este
efeito positivo do carvéo ativado na multiplicacdo, deve-se a sua agdo na adsor¢do do excesso de
reguladores de crescimento no meio de cultura (BONGA, 1985).

Enraizamento de brotacgdes

Nas diferentes concentracfes utilizadas, o AIB induziu a formagdo de raizes, sendo que com
1,0 mg.I™, aproximadamente 45% das brotagdes enraizaram. Aumentando-se esta concentracso para
1,5 mg.l™, houve um decréscimo na porcentagem de brotagBes enraizadas ( Figura 3).
Comportamento semelhante, em relagdo a porcentagem de enraizamento, dependente da
concentracdo de AIB foi observado por PINEDO et al. (1990), e PAULA (1992), no enraizamento
de brotactes de Eucalyptus citriodora e erva-mate, respectivamente.

Y=-4,72219 + 96,111 X - 49,9999 X > R’=0,582319

50
45 -
40 -
35 -

30

g 25
20 -
15 |
10 |
5,
0 1 1

0 0,5 1 1,5
AIB (mg.l™)

BROTACOES ENRAIZADAS

FIGURA 3: Porcentagem de brotacdes de caixeta (Didymopanax morototoni), enraizadas, ap0s
tratamento com AlB em diferentes concentracgdes, aos 30 dias de cultivo in vitro.

O nimero médio de raizes por brotacdo foi influenciado pela concentracéo do AlB presente
no meio de cultura. O aumento da concentragdo da auxina, foi acompanhado pelo aumento do
nimero de raizes emitidas por brotacdo de caixeta, até a concentracdo de 1,0 mg.l™ , sendo que a
partir desta, 0 nimero médio de raizes por brotago diminuiu (Figura 4).
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FIGURA 4: Numero médio de raizes em brotacBes de caixeta (Didymopanax morototoni), apos
tratamento com AlB em diferentes concentragdes, aos 30 dias de cultivo in vitro

Aclimatizagdo das plantulas micropropagadas

O processo utilizado para a aclimatizagdo das plantulas regeneradas in vitro foi fundamental
para a sobrevivéncia destas quando transferidas para viveiro florestal. A taxa de sobrevivénciafoi em
torno de 65% quando as plantulas eram aclimatizadas, e nula quando estas eram retiradas dos
frascos e plantadas diretamente no substrato sem cobertura Umida e apés transferidas para viveiro.

Segundo DIAZ-PEREZ et al. (1995), durante o processo de aclimatizacio ocorre a
conversdo da condicdo heterotréfica para autotréfica e um gradual retorno as caracteristicas naturais
da planta. As novas folhas formadas durante este processo ja apresentam caracteristicas
intermediérias entre aquelas apresentadas in vitro e ex vitro, com mudancas na morfologia, reducédo
na condutancia estomatal, incremento no contetido de clorofilae maior eficiéncia na carboxilagéo.

CONCLUSOES

- 0 cultivo das plantas de caixeta, fornecedoras de explantes, em condigdes controladas de
fitossanidade e nutricional, aumentou a obtencdo de explantes capazes de responder as condigdes de
cultivo in vitro;

- 0 processo de desinfestacdo superficial foi mais efetivo com a utilizacdo do hipoclorito de
sodio a 10% por 10 minutos, possibilitando a obtencdo do maior nimero de segmentos nodais livres
de pat6genos contaminantes e também de maior sobrevivéncia destes,

- 0 desenvolvimento de gemas axilares em segmentos nodais, foi estimulado pela presenca do
BAP no meio de cultura. A concentracdo de 1,0 mg.I™ desta citocinina proporcionou maior nimero
de segmentos nodais com brotacfes de gemas, e também maior alongamento destas, no entanto, na
concentragdo de 10,0 mg.l™, o BAP foi responsavel pela vitrificagio das brotagdes;
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- 0 WPM foi o melhor meio de cultura para a multiplicagdo de brotagdes de caixeta, quando
em comparagio a0 meio MS. A adicdo de BAP 1,0 mg.I™ ao meio WPM proporcionou maiores
taxas de multiplicacéo e também maior expansdo foliar quando comparado ao TDZ adicionado a este
mesmo meio. No entanto, as brotacbes de caixeta mostraram-se sensiveis aos reguladores de
crescimento TDZ e BAP (1,0 mg.l™ ) apos trés subcultivos, demonstrando que um processo
cumulativo de citocinina foi responsavel pela reducdo das taxas de multiplicagéo;

- 0 maior indice de enraizamento foi obtido com 1,0 mg.I"* de AlB;

- 0 processo de aclimatizacdo (através da abertura gradual dos frascos de cultura, lavagem
das raizes em &gua corrente, utilizagdo de substrato esterilizado e cobertura das plantulas com
garrafas plasticas transparentes), mostrou-se eficiente para a sobrevivéncia das plantulas de caixeta
regeneradas in vitro.

CONSIDERACOESFINAIS

Os resultados obtidos evidenciam a possibilidade de regeneracéo in vitro de caixeta através
de segmentos nodais, utilizando como protocolo basico os estédgios de controle fitossanitério e
nutricional das plantas fornecedoras de explantes, desinfestacdo superficial dos segmentos nodais,
inducéo de crescimento das gemas axilares, multiplicacéo e enraizamento das brotagdes e por fim,
aclimatizagcdo das plantulas regeneradas:

Para melhor viabilizar o sistema regenerativo baseado na inducdo de crescimento e
proliferacdo de gemas axilares em segmentos nodais de caixeta, determinados aspectos, em termos
de composicdo do meio de cultura, tipo e balango dos reguladores de crescimento, periodo e nimero
de subcultivos, e também condicdes fisicas como luz, temperatura, fotoperiodo e tipo de frasco de
cultura, necessitam ser otimizados em funcdo das necessidades especificas de cada estagio de
desenvolvimento.
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