Melhoramento e Propagagao
Vegetativa de Plantas
UFSM

ANAIS

| SIMPOSIO DE MELHORAMENTO E
PROPAGAGCAO VEGETATIVA DE PLANTAS

Dilson A. Bisognin
Editor



S612a

Simpdsio de Melhoramento e Propagacao Vegetativa

de Plantas (1. : 2011 : Santa Maria, RS)

Anais / | Simpdsio de Melhoramento e Propagacao
Vegetativa de Plantas, Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio
de 2011 ; Dilson A. Bisognin, editor — Santa
Maria :Universidade Federal de Santa Maria,

Programa de Melhoramento e Propagacao Vegetativa de
Plantas, 2011.
viii, 349 p. :il. ; 21 cm.

1. Agronomia 2. Agricultura 3. Plantas

4. Melhoramento de plantas 5. Propagacao vegetativa
6. Eventos I. Bisognin, Dilson A. Il. Titulo.

CDU 631.52/.53(063)

Ficha catalografica elaborada por Maristela Eckhardt - CRB-10/737
Biblioteca Central da UFSM




| SIMPOSIO DE MELHORAMENTO E
PROPAGACAO VEGETATIVA DE PLANTAS

Dilson A. Bisognin
Editor

Esta publicacdo esté disponivel no sitio do Ndcleo de
Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas
da Universidade Federal de Santa Maria em:

http://www.ufsm.br/mpvp/simposio

Também pode ser obtida diretamente com o editor,

pelo correio eletrénico: dilsonb@smail.ufsm.br




REALIZACAO
Nucleo de Melhoramento e Propagacao Vegetativa de
Plantas - MPVP

APOIO

Universidade Federal de Santa Maria
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Associacédo Brasileira de Melhoramento de Plantas

Pioneer Sementes

LOCAL E DATA

Anfiteatro do Colégio Politécnico da UFSM
Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011



APRESENTACAO

O desenvolvimento de estudos na éarea de
melhoramento e propagacéo vegetativa de plantas, seja de
culturas anuais ou perenes, tem promovido ganhos em
produtividade e qualidade dos plantios, especialmente pelo
fato das pesquisas conduzidas por instituicbes publicas e
privadas estarem gerando conhecimentos basicos e novas
tecnologias de producdo de mudas de diversas espécies.
Nesse sentido, o Nucleo de Melhoramento e Propagacéao e
Vegetativa de Plantas da Universidade Federal de Santa
Maria promoveu o | Simpdsio de Melhoramento e
Propagacao Vegetativa de Plantas. O Simpdésio teve como
objetivos discutir os avancos cientificos e tecnoldgicos do
melhoramento e da propagacao vegetativa de plantas, com
enfoque em espécies anuais e perenes; e integrar 0s
grupos de pesquisa, criando um ambiente de encontro
para estudantes, pesquisadores e profissionais que atuam
nas diferentes instituicbes de ensino e pesquisa do Sul do

Brasil.



A realizacdo do | Simpésio de Melhoramento e
Propagacdo Vegetativa de Plantas possibilitou reunir a
comunidade cientifica e os representantes dos setores do
agronegocio, para discutir e divulgar 0s novos
conhecimentos cientificos e tecnologicos, e as experiéncias
em pesquisa das diversas instituicbes de ensino, pesquisa

e empresas de producdo de mudas.

Para melhor contemplar os objetivos, estamos
colocando a disposicdo dos participantes e demais
pesquisadores, extensionistas, produtores, empresarios e
interessados com o melhoramento e a propagacao
vegetativa de plantas um material de consulta e de facil
acesso. Assim, o Nucleo de Melhoramento e Propagacéo
Vegetativa de Plantas, juntamente com as entidades
apoiadoras do | Simpésio de Melhoramento e Propagacéo
Vegetativa de Plantas, tem a satisfacdo de disponibilizar
esta publicacdo reunindo os resumos dos trabalhos
completos e as apresentagfes realizadas durante o |
Simpésio, que ocorreu nos dias 26 e 27 de maio de 2011.
Para facilitar a busca de informacbes, 0s resumos
completos foram agrupados nos temas de cultura de
tecidos, genética e citogenética, melhoramento de plantas

e propagacao vegetativa.
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Estamos certos de que as informacdes contidas
nesta publicacdo, que sdo de inteira responsabilidade dos
respectivos autores, ndo esgotam O assunto, mas se
adequadamente utilizadas podem contribuir para aumentar
0 nivel tecnolégico e a sustentabilidade da producdo de

espécies anuais e perenes de propagacao vegetativa.

Dilson A. Bisognin

Coordenador do Simposio
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CULTURA DE TECIDOS

INFLUENCIA DE BAP E DE MEIOS NUTRITIVOS NA REGENERA CAO
IN VITRO DE SEGMENTOS APICAIS CAULINARES DE H androanthus
chrysotrichus (MART. EX DC) MATTOS

PAIM, A. F.; REINIGER, L. R. S.% LEON, E. A. B% PIMENTEL, N.*
TREVIZAN, R°.

. Engenheira Florestal, Mestranda, Programa de Pos-graduacdo em Engenharia Florestal,
Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.
alinepaimal@yahoo.com.br.

2 Engenheira Agrondma, Professora Adjunta, Programa de Pés-graduagdo em Engenharia
Florestal, Departamento de Fiotecnia, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

3 Engenheiro Florestal, Doutorando, Programa de Pés-graduacdo em Engenharia Florestal,
Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

4 Graduanda, Curso de Engenharia Florestal, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

® Graduanda, Curso de Engenharia Florestal, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito de concentracbes de 6-
benzilaminopurina (BAP) e de diferentes meios nutritivos na regeneracao in vitro
de segmentos apicais caulinares oriundos de sementes de Handroanthus
chrysotrichus germinadas in vitro. O experimento foi conduzido em um esquema
bifatorial 3x5, sendo o fator A constituido pelos meios nutritivos (MS, MS% e
WPM), e o fator B, as concentra¢des de BAP (0, 5, 10, 15, 20 uM), totalizando 15
tratamentos dispostos em delineamento inteiramente casualizado. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e foi efetuada analise de regressao
polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Foi verificado efeito
significativo em relacdo as diferentes concentracdes de BAP. Ajustou-se uma
curva de regresséo linear decrescente, obtendo-se coeficiente de determinagéo
de 0,7243. No entanto, para 0s meios nutritivos e para a interacdo (meios
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nutritivos x concentracdes de BAP) ndo foi observado efeito significativo obtendo-
se uma média geral de 4,61 brotos por explante. Dessa forma, pode-se concluir
que, para a multiplicagdo de H. chrysotrichus, ndo ha necessidade do uso da
citocinina BAP, podendo obter-se um nimero satisfatério de brotos por segmento
apical caulinar tanto em meio nutritivo MS, ¥2 MS ou WPM.

Palavras-chave : Micropropagac¢édo. Cultura de tecidos. Ipé-amarelo.

Introducéo

Handroanthus chrysotrichus (Mart ex DC) Mattos, conhecida
popularmente como ipé-amarelo, € uma espécie arbdrea pertencente a
familia Bignoniaceae, a qual € composta por cerca de 120 géneros e 800
espécies. Trata-se de uma espécie que é amplamente utilizada na
arborizacdo urbana e em projetos paisagisticos de parques e jardins, além
de desempenhar importante papel ecologico. Costuma povoar as beiras
dos rios sendo indicada para a recomposicdo de matas ciliares, areas
degradadas e de preservacao permanente (Lorenzi, 1992).

A espécie apresenta sementes com curto periodo de viabilidade,
além disso, em alguns anos, observa-se reduzida ou nenhuma producéo
desses propagulos, o que limita sua dispersdo natural, bem como sua
utilizagdo em viveiros para florestamento, reflorestamento e comércio de
mudas (Souza et al., 2005). Sendo assim, a micropropagac¢do, uma
técnica da cultura de tecidos, que tem sido uma ferramenta importante
para a multiplicacdo e a conservacdo de muitas espécies florestais, pode
constituir alternativa para a obtengéo de mudas dessa espécie.

Na micropropagacéo, diferentes meios nutritivos sdo utilizados, de
acordo com as exigéncias da espécie em estudo. Com espécies lenhosas,
0S mais usuais sao a formulacdo MS (Murashige e Skoog, 1962) e WPM
(Lloyd e Mccown, 1981). A adicdo de fitorreguladores aos meios nutritivos
suprem as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
explantes empregados (Caldas et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de concentracbes de
6-benzilaminopurina (BAP) e de diferentes meios nutritivos na regeneragéo

2 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.
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in vitro de segmentos apicais caulinares oriundos de sementes de H.
chrysotrichus germinadas in vitro.

Metodologia

Foram utilizados como explantes segmentos apicais caulinares
oriundos de sementes de H. chrysotrichus germinadas in vitro, em meio
nutritivo WPM.

O experimento foi conduzido em um esquema bifatorial 3x5, sendo
o fator A composto pelos meios nutritivos (MS, MS% e WPM), e o fator B,
pelas concentragcbes de BAP (0, 5, 10, 15, 20 uM), totalizando 15
tratamentos. A unidade experimental (UE) foi constituida por um frasco
com capacidade de 150 mL contendo 30 mL de meio nutritivo e quatro
explantes cada. Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento,
totalizando 75 frascos. Apdés a inoculacdo dos explantes nos meios
nutritivos, os frascos foram vedados com papel aluminio, dispostos em
delineamento inteiramente casualizado em sala de cultivo sob fotoperiodo
de 16 horas, intensidade luminosa de 20 pmol m? s, fornecida por
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia e temperatura de 25+3
°C.

Aos 60 dias foi avaliado o numero de brotos por explante. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e foi efetuada analise de
regressdo polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se
0 programa estatistico Sisvar (Sistema para Andlise de Variancia) para
Windows®, versao 4.0 (Ferreira, 2000).

Resultados e discussdes

Foi verificado efeito significativo para o fator B, relacionado as
diferentes concentracdes de BAP. Ajustou-se uma curva de regressao
linear decrescente, com coeficiente de determinacdo de 0,7243 (Figura 1).
A formacdo de brotos nos explantes foi maxima na auséncia de BAP,
diminuindo a medida em que aumentou a concentracdo dessa citocinina.
Por outro lado, para os meios nutritivos e, também, para a interacdo

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 3
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(meios nutritivos x concentracbes de BAP) ndo foi observado efeito
significativo obtendo-se uma média geral de 4,61 brotos por explante.

Numero de brotos por explante

8
°
e
[}
©
s 2 y = -0.08x + 4.934
2 _
1 R? = 0.7243
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
BAP (UM)

Figura 1 — NUumero médio de brotos por segmento apical caulinar de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos aos 60 dias de cultivo in
vitro efetuado nos meios nutritivos MS, ¥2 MS e WPM acrescidos de
diferentes concentracdes de BAP. Santa Maria, RS, 2009.

Cordeiro et al. (2004) testaram diferentes concentracdes da
citocinina BAP (O; 4; 6; 8; 11 e 13 uM) em explantes de Schizolobium
amazonicum Huber ex. Dulce, sendo observada uma relagdo inversa a
verificada para H. chrysotrichus, a medida que houve um aumento linear
no numero de brotos produzidos por explante com o aumento na
concentracdo de BAP, resultando em 2,14 brotos por explante. O mesmo
relatado por Amaral (2006), que analisou a influéncia da citocinina BAP
(5,0 uM) em nd@s cotiledonares de Cedrella fissilis Vell., constatando que,
com a adicdo de BAP ao meio nutritivo, MS ou WPM, ocorreu um aumento
no ndmero de brotacdes por explante. Fick (2007), também registrou uma
maior producédo de brotos em Cordia trichotoma (Vell.) Arrabida ex Steudel
com a adicdo de BAP ao meio nutritivo.

4 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.
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Na multiplicacdo in vitro de segmentos apicais caulinares de
Peltophorum dubium Spreng. (Taub.), Curti (2011) testou o efeito de BAP
isolado ou em combinacdo com outras citocininas, verificando que, quando
BAP foi utilizado, isoladamente, no meio nutritivo MS, n&o houve emisséo
de brotacdes adventicias. No entanto, quando foi acrescentado cinetina ou
isopentenil adenina, a 5 ou 10 uM, houve aumento na emissédo de
brotacbes adventicias, indicando que a associagdo de citocininas
estimulou a emissédo de brotacdes adventicias.

Cada espécie em particular, reage de maneira diversa aos
estimulos externos provenientes da suplementacdo de reguladores de
crescimento. Devido a isso, ha a necessidade de estabelecer protocolos
especificos para as espécies a serem estudadas e para cada fase do
cultivo in vitro, em que devem ser ajustados tanto o tipo quanto a
concentracédo do fitorregulador a ser empregado.

Concluséo

Para a multiplicacdo de Handroanthus chrysotrichus ndo ha
necessidade do uso da citocinina BAP, podendo obter-se um numero
satisfatorio de brotos por segmento apical caulinar tanto em meio nutritivo
MS, %2 MS ou WPM.
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EFEITO DO MEIO NUTRITIVO E DE AIB NA FORMAGAO IN VITRO DE
RAIZES DE Peltophorum dubium (SPRENGEL) TAUBERT

CURTI, A, R.*: REINIGER, L. R. S.% CANDIDO, D. F.}, PAIM, A. F.%;
NAVROSKI, M. C.1

. Programa de Pds-Graduagé@o em Engenharia Florestal, Centro de Ciéncias Rurais,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil. *
alinerittercurti@yahoo.com.br

2 Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de
Fitotecnia - Santa Maria, RS, Brasil.

Resumo

Este trabalho objetivou testar o efeito de meios nutritivos e da auxina AlB
na formacao in vitro de raizes em Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert. Foram
utilizadas brotagGes obtidas em condicdes assépticas com 30 dias de cultivo. Os
tratamentos consistiram de 0 ou 10 pM (auséncia ou presenca) da auxina Acido 3-
Indol Butirico (AIB), em meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962) ou WPM
(“Wood Plant Medium” — Lloyd e McCown,1981), e das avalia¢des realizadas aos
30 e aos 60 dias de cultivo, totalizando oito tratamentos de oito repeticdes cada,
em delineamento inteiramente casualizado. Reduzidas porcentagens de formacéo
de raizes em brotag6es de Peltophorum dubium foram obtidas tanto em meio MS
como em WPM, independentemente da auséncia ou da presenca de AIB.

Palavras-chave : Canafistula. WPM. MS. Acido 3-Indol Butirico.

Introducéo

A canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert),
pertencente a familia Fabaceae, € uma espécie florestal que ocorre
naturalmente no Rio Grande do Sul e em outros estados brasileiros. Por
ser uma espécie de rapido crescimento, muito rustica e heliéfila, é
recomendada para reflorestamentos mistos de areas degradadas. Sua
madeira apresenta resisténcia moderada ao apodrecimento e € bastante
usada na construcdo civil, apresentando potencial para utilizacdo em
sistemas produtivos e em escala comercial. Entretanto, existem escassas

informacdes referentes as técnicas de propagacdo vegetativa visando a
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obtencdo de mudas de qualidade desta espécie.

Peltophorum dubium apresenta potencial para a micropropagacao
por meio da emissdo de gemas laterais e, para a obtencéo de clones desta
espécie, € necessario que seja otimizada a capacidade dos apices
caulinares desenvolverem gemas laterais por periodos mais longos, que
as taxas de multiplicacdo sejam aumentadas e que seja obtida uma maior
frequéncia de rizogénese (Carvalho, 2003). No entanto, a dificuldade em
um sistema de micropropagacgédo esta em determinar uma condicao in vitro
na qual todas essas fases possam ocorrer normalmente e, de preferéncia,
sem demandar manipulacdo adicional de uma fase para outra
(Grattapaglia e Machado, 1998).

Espécies ou mesmo cultivares diferentes reagem de maneira
diversa a concentracdes distintas de auxinas. A concentracdo 6tima, para
uma certa planta, pode ser insuficiente ou muito elevada para outra.
Segundo Assis e Teixeira (1998), ha vérias evidéncias de que a formacéo
de raizes é geneticamente controlada, pois se observa grande variacéo
entre espécies, cultivares e clones, com relacdo a maior ou menor
habilidade natural em formar raizes. Em estudo realizado por Bassan et al.
(2006), 0 meio nutritivo que proporcionou resultados superiores em relagédo
ao numero de nos, numero de folhas e tamanho da parte aérea de
explantes foi o meio base MS, desenvolvido por Murashige e Skoog
(1962), quando comparado ao meio WPM. Em relagdo ao enraizamento,
nao foi observada diferenca entre os dois meios, uma vez que foi formada
apenas uma raiz em um explante do tipo segmento apical caulinar,
cultivado no meio nutritivo MS, correspondendo a 0,025% de
enraizamento. Esse fato demonstra que o0s meios testados néo
estimularam a rizogénese em canafistula e indica que devem ser
efetuadas alteracBes na composi¢do dos meios para que haja formacéo de
raizes em Peltophorum dubium.

Nesse contexto, e, considerando que a demanda por produtos de
origem florestal tem se intensificado nas dltimas décadas, implicando em
uma necessidade crescente de tecnologia nos plantios florestais de rapido
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crescimento, desde a selecdo de matrizes de alta produtividade até
métodos eficientes de producdo de mudas este trabalho objetivou testar o
efeito de meios nutritivos MS ou WPM e a presenca (10uM) ou auséncia
(OuM) da auxina AIB na formacdo in vitro de raizes em Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert.

Metodologia

As sementes utilizadas para obtencdo das brotacdesforam
coletadas e armazenadas pela Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria — Fepagro/Florestas em Santa Maria, RS, e sdo provenientes
da producédo de 2005. Na UFSM, permaneceram armazenadas em frascos
de vidro contendo silica gel e acondicionadas sob temperatura de 8-10° C
até 0 seu emprego em experimentos.

Obtencéo das brotacdes

Inicialmente, as sementes foram submetidas a superacdo de
dorméncia através de escarificagdo mecanica com lixa n°® 100 na regido
oposta ao embrido. Em seguida, em camara de fluxo laminar, foram
desinfestadas superficialmente em solu¢édo de etanol a 70% (v/v) por 30
segundos e, apés, em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2 % (v/v)
por 15 minutos, passando, entéo, por triplo enxague em agua destilada e
autoclavada. Visando a germinacdo in vitro, as sementes foram
inoculadas, sob camara de fluxo laminar, em frascos de vidro com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio agar-agua a 0,7% (p/v),
previamente autoclavados por um periodo de 40 minutos a 120 °C e 1 atm.
Em cada frasco foram colocadas trés sementes. Os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com
temperatura de 25+3 °C e fotoperiodo de 16 h com intensidade luminosa
de 20 pmol m2s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias do
tipo luz do dia.

No estabelecimento in vitro foram utilizados epicétilos com,
aproximadamente, 8 a 10 mm de comprimento, isolados das plantulas
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germinadas in vitro apés 15 dias de cultivo, obtidas como anteriormente
descrito. O meio nutritivo consistiu de meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g L™ de
agare 1l g L™ de carvdo ativado. O pH foi ajustado para 5,8 antes da
inclusdo do agar e, posteriormente, 0 meio nutritivo foi autoclavado por 15
minutos a 120°C e a 1 atm. Sob camara de fluxo laminar, os epicétilos, em
namero de trés, foram inoculados em frascos de vidro com capacidade
para 150 ml contendo 30 ml de meio nutritivo. Os frascos foram vedados
com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com temperatura de
25+3 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 20 pumol m2 st
fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias do tipo luz do dia.
Decorridos 30 dias de cultivo, as brotacdes (epicotilos ja estabelecidos)
foram utilizados no trabalho de formacado in vitro de raizes descrito a
seguir.

Efeito do meio nutritivo e de AIB na formacao in vitro de raizes de
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Brotacdes obtidas em condigfes assépticas com 30 dias de
cultivo, contendo de 1 a 3 pares de folhas constituiram as unidades
amostrais. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em esquema trifatorial 2x2x2. Os tratamentos consistiram de
0 ou 10 uM (auséncia ou presenca) da auxina Acido 3-Indol Butirico (AIB),
em meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962) ou WPM (“Wood Plant
Medium” — Lloyd e McCown,1981), e das avaliacbes realizadas aos 30 e
aos 60 dias de cultivo, totalizando oito tratamentos de oito repeticbes cada.
Cada unidade experimental foi constituida por um frasco de vidro de 150
ml contendo 30 ml de meio nutritivo e trés brotacdes.

Foi utilizado o meio nutritivo conforme o tratamento, acrescido de
30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g L de 4gare 1 g L™ de
carvao ativado. O pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusdo do agar e,
posteriormente, o meio nutritivo foi autoclavado a 120°C e 1 atm de
pressédo por 15 minutos. Os frascos foram vedados com papel aluminio e
mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25+3 °C e fotoperiodo de
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16 h com intensidade luminosa de 20 pumol m s™ fornecida por lAampadas
fluorescentes brancas frias do tipo luz do dia.

ApOs 30 dias de cultivo, as brotacdes foram transferidas para meio
nutritivo com a mesma constituicao, porém solidificado com 6 g L™ de agar,
permanecendo neste meio por um periodo adicional de 30 dias. Nas
brotacbes que apresentaram intensa formacdo de calos na base, foi
realizada a remoc¢éo destas estruturas com o intuito de ndo prejudicar a
formacédo in vitro de raizes. As variaveis analisadas foram: sobrevivéncia
das brotacdes (%SOB), brotacdes que formaram calo (%CALO), brotacbes
gue apresentaram vitrificagdo (%VITRIF) e formacado in vitro de raizes
(%RAIZ), todas expressas em porcentagem.

Apés testar a normalidade dos erros por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Bartlett, as variaveis foram transformadas, sempre que necessario, pela

funcdo V x+05 , sendo x o valor observado. Foram realizadas analises de
variancia e, quando o valor de F foi significativo, foi utilizado, para a
comparacao das médias o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Quando houve interacdo entre os niveis dos fatores testados,
foram realizados os desdobramentos pertinentes. As andlises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do programa SISVAR (Sistema para
Andlise de Variancia) para Windows®, verséo 4.0 (Ferreira, 2000).

Resultados e discussdes

Em relacdo a sobrevivéncia e vitrificagcdo, ndo houve diferenga
significativa para os fatores testados, indicando que 0os mesmos nao
tiveram efeito sobre estas variaveis. No que se refere a sobrevivéncia foi
observada uma elevada média geral, de 98,58%, e, para vitrificacao, a
média foi reduzida (1,38%).

Quanto a formacdo de calos houve efeito significativo para o
periodo de avaliagcao (p=0,000) e houve interagdo (p=0,0228) dos fatores
principais concentracdo de AIB e meio nutritivo (Tabela 1). Aos 30 dias de
cultivo foi observada uma média de 54,8% de formacgéo de calos na base
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das brotacdes e, aos 60 dias, essa média caiu para 3%, o0 que é mais
favoravel a formacéo de raizes. Essa diferenca pode ser explicada pelo
fato de que, aos 30 dias, no momento da transferéncia das brotacfes para
um meio nutritivo fresco, o excesso de calo na base foi retirado com o
intuito de ndo prejudicar a formagdo de raizes, que era o objetivo do
presente trabalho. Como, provavelmente, os teores enddgenos de
hormdnios diminuiram apés esse periodo de cultivo, a formacado de calos
n&o voltou a ocorrer. Somente houve efeito de AIB no meio nutritivo MS,
em que a maior formacdo de calos foi observada na presenca desta
auxina (10 uM). Para o meio nutritivo WPM nao foi observada influéncia da
auxina, havendo, também, formacdo de calos nas duas situages,
auséncia e presenca de AIB.

Para a formacéo de raizes, houve interagcdo (p=0,0494, AS=0,86)
dos fatores principais AIB e meio nutritivo, indicando que o0 meio nutritivo
utilizado interfere na necessidade de utilizacdo ou ndo de AIB. Foi
observada a formacao de raizes na presenca de AIB para 0 meio MS, a
qgual ndo pode ser considerada satisfatoria, em virtude do reduzido valor
(6,0%). Ja& no meio nutritvo WPM foi observada formacdo de raizes na
auséncia de AIB (3,0%). Pode-se observar que, além do reduzido indice de
formacéo de raizes, as raizes sempre foram muito pequenas (até 5 mm) e
ocorreram juntamente com calos, apresentando, ainda, em alguns casos,
sinais de necrose.

Para Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Steudel (louro-pardo),
o melhor enraizamento das brotacdes foi obtido em meio nutritivo WPM
com 0,5 mg L™ (2,5 uM) de AIB combinado com 1,5 g L' * de carvédo
ativado (Mantovani et al., 2001). Durante o enraizamento in vitro de
segmentos apicais caulinares de Carica papaya L. ‘Tainung 01’
(mamoeiro), foi observado que, na auséncia e com 0,74 uyM de AIB no
meio nutritivo, ndo houve formacéo de raizes nos calos, mas na presenca
de 1,48; 2,96 e 592 uM desta auxina, houve um incremento de
microestacas enraizadas a partir de calo, sendo obtidas médias de 10, 15
e 45% respectivamente (Schmidt et al.,, 2010). Contudo, deve-se
considerar que o enraizamento efetuado a partir de calo ndo é desejavel
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na propagacdo de plantas, uma vez que essas raizes surgem pela
rediferenciacdo das células do calo e, raramente, possuem conexdes
vasculares com as microestacas regeneradas a partir do calo (Grattapaglia
e Machado, 1998). A ocorréncia de calos na base de segmentos apicais
caulinares de Peltophorum dubium também foi observada por Kirst e Sepel
(1996), sendo verificado um comprometimento na formagéo de raizes.

Tabela 1 - Formacéo de calos (%) em brotacdes de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert cultivadas em meio nutritivo MS ou WPM, na presenca
ou auséncia de AIB. Santa Maria, RS, UFSM, 2010.

AIB (uUM) MS WPM Média (%)
0 19,86 aA* 3927 aA 28,07
10 42,18 bA 27,00 aA 34,59
Média (%) 29,30 33,14 31,06
Acuracia seletiva (AS)** 0,90

* médias seguidas de letras diferentes minUsculas na coluna e mailsculas
na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado.

** AS = /1-(1/ Fc), onde Fc= valor de F calculado. Se AS 20,9 = muito

alta; se AS entre 0,7 e 0,9 = alta; se AS entre 0,5 e 0,7 = moderada e se <
0,5 = baixa.

Concluséo

Sao obtidas reduzidas porcentagens de formacao de raizes em
brotagbes de Peltophorum dubium tanto em meio MS como em meio
WPM, independentemente da auséncia ou da presenca (10 uM) de AIB.
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Resumo

A pesquisa objetivou observar o efeito do 6-Benzilaminopurina (BAP) e
do Acido naftalenoacético (ANA) na organogénese in vitro de Prosopis affinis
Spreng., a partir de segmentos nodais. Foram utilizadas as concentracfes de
citocinina BAP (0; 2,5; 5; 7,5 e 10 mg/L) e de auxina ANA (0 e 2,2 mg/L), utilizando
15 repetigBes por tratamento. O meio MS foi suplementado com 0,7% de agar, 3%
de sacarose e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e pressao
de 1 atm. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo
bifatorial, sendo que os dados foram submetidos a analise estatistica pelo teste
DMS (5% de probabilidade) utilizando o programa Win Stat A utilizacdo de 5,0
mg/L de BAP contribuiu na formacdo de gemas e folhas em explantes de Prosopis
affinis. A suplementacdo de ANA nao contribuiu no desenvolvimento in vitro da
espécie estudada. Todos os tratamentos apresentaram calos, mas os de maior
vigor ocorrem em tratamentos que contém BAP. Desta forma é constatada a
necessidade de utilizar BAP em organogénese de Prosopis affinis.

Palavras-chave: Inhanduva. Fitorreguladores. Segmento Nodal.
Micropropagacéo.
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Introducao

Prosopis affinis Spreng, conhecida popularmente como Inhanduva,
pertence a familia Fabaceae, estando presente significativamente dentro
dos dominios do Parque Estadual do Espinilho, localizado a sudoeste do
estado do Rio Grande do Sul (Secretaria da Coordenacéo e Planejamento,
2006). E considerado por Marchiori et al. (1985) como um ecossistema
sensivel, devido a intervengdo antrépica e degradacdo crescente
ocasionada pela criacdo de gado no local e nas proximidades. Apresenta
potencial para reflorestamento que consiste nas suas caracteristicas de
resisténcia a seca e a producdo de madeira de qualidade para variados
fins, além da produgcdo de vagens, considerando seu valor nutritivo e
frutificacdo na época mais seca do ano Ribaski (2001). Partindo da
vulnerabilidade do Inhanduva na regido, sao necessarios estudos para sua
conservacdo, visto que existem poucas pesquisas que focam esta
Fabaceae. Intensifica-se a necessidade de conhecimento sobre suas
formas de propagacao.

Um método que estd sendo empregado e apresenta eficiéncia € o
cultivo in vitro, considerando que varias partes da planta podem ser
utilizadas como fonte de explante, a exemplo de raizes e folhas Mantovani
(1997), segmentos nodal e nodal cotiledonar Franco et al. (2006). O meio
de cultura utilizado na micropropagacdo possui substancias essenciais
para o crescimento dos tecidos, suprindo as necessidades metabdlicas,
energéticas e estruturais das células Caldas et al. (1998). Durante o cultivo
in vitro, as solucdes de sais e acUcares, que compdem o0 meio de cultura,
ndo exercem somente um efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese (George, 1996).

A adicdo de reguladores de crescimento tem o objetivo principal de
suprir as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
explantes que se encontram isolados das regifes produtoras na planta
matriz.  Exemplos incluem acido naftalenoacético (ANA) e
benzilaminopurina (BAP) (Termignoni, 2005).

16 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Partindo deste contexto, a pesquisa objetivou observar o efeito do
6-Benzilaminopurina (BAP) e do Acido naftalenoacético (ANA) na
organogénese in vitro de Prosopis affinis Spreng., a partir de segmentos
nodais.

Metodologia

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Cultura de Tecidos
da Faculdade de Zootecnia, Veterinaria e Agronomia da PUCRS Campus
Uruguaiana. Foram utilizados como explantes segmentos nodais de
aproximadamente 1 cm de comprimento, provenientes de plantas
germinadas in vitro em meio MS Murashige e Skoog, (1962). O meio MS
100% foi suplementado com fitorreguladores citocinina BAP (0; 2,5; 5; 7,5
e 10 mg/L) e auxina ANA (0 e 2,2 mg/L), 0,7% de agar e 3% de sacarose
com o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e presséao de
1 atm. Apds a inoculagdo dos explantes os frascos foram expostos ao
fotoperiodo de 16 horas obtidos por lampadas fluorescentes brancas frias,
com intensidade luminosa de 20 pmol s’ m?, sob temperatura de 25°C
aproximadamente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo bifatorial relacionando as concentracdes de BAP e ANA. Foram
utilizadas 15 repeticBes por tratamento em frascos de 150 ml contendo 20
ml de meio nutritivo e trés segmentos nodais. As variaveis analisadas aos
35 dias de cultivo foram ndmero médio de gemas, folhas e porcentagem
de calos de alto (aproximadamente 1,5 cm), médio (aproximadamente 1
cm) e baixo vigor (aproximadamente 0,5 cm). Os dados foram submetidos
a analise estatistica pelo teste DMS (5% de probabilidade) utilizando o
programa Win Stat.

Resultados e discussodes

O numero de folhas e gemas, respectivamente, foi
significativamente maior em concentracdo de 5,0 mg/L de BAP acrescido
ao meio MS Murashige e Skoog (1962) observa-se assim um menor
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namero de folhas e gemas em todos os demais tratamentos (Figura 1 e 2),
considerando também que o uso de 2,2 mg/L de ANA associado ou ndo ao
BAP, ndo foi significativo. Este fator sugere que as concentracdes
enddgenas de citocinina ndo sao suficientes para que ocorra a
diferenciacdo de novas folhas e gemas, visto que o fitorregulador BAP
apresentou influéncia positiva na concentracdo mencionada suprindo a
necessidade fitohormonal.

25

N°médio de folhas

™ T2 T3 T4 T& T8 T7 T& T¢ T10
TRATAMENTOS

Figura 1 - Médias do numero de folhas presentes nos tratamentos de
T1*(Controle), T2* (BAP 2,5es+ANA), T3* (BAP 5+ANA), T4* (BAP
7,5+ANA), T5* (BAP 10+ANA), T6* (BAP 2,5), T7* (BAP 5), T8* (BAP 7,5),
T9* (BAP 10) e T10* (ANA) inoculados em meio MS. *Os tratamentos
seguidos pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste DMS
a 5% de probabilidade.

A concentragdo de 5,0 mg/L de BAP em meio MS também
estimulou gemas e consequientemente brotacfes em Musa x paradisiaca
L. cv. Pacovan Santana e Alloufa (2000). Os resultados obtidos divergem
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dos encontrados por Souza et al. (2011) para Dioscorea drageana, onde
concentracdes de BAP superiores a 1,0 mg/L podem ter causado um efeito
fitotdbxico nos explantes, e por isso, 0 numero de gemas foi
significativamente menor quando comparado ao resultado obtido com 0,1
mg/ L de BAP que induziu a multiplicacdo in vitro. Ja em Bracatinga
(Mimosa scabrella Benth) o0 maior nimero de gemas ocorreu em explantes
na auséncia de BAP (Rosa, 2009). Quanto ao numero de folhas Villa et al.
(2005) observaram o decréscimo no niumero de folhas em Amoreira Preta
(Rubus sp) ‘Ebano’ com o aumento dos niveis de BAP. Em estudos com
Pau-rosa a concentracdo de 4,0 mg/L de BAP estimulou de maneira
significativa o nUmero de brotos nos explantes Jardim et al. (2010).

4,00
3,50
3,00
2,50

2,00
1,50
1,00
0.50
0,00

N°médio de gemas

™M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T& T9 TI0
TRATAMENTOS

Figura 2 - Médias do nimero de gemas presentes nos tratamentos de
T1*(Controle), T2* (BAP 2,5+ANA), T3* (BAP 5+ANA), T4* (BAP
7,5+ANA), T5* (BAP 10+ANA), T6* (BAP 2,5), T7* (BAP 5), T8* (BAP 7,5),
T9* (BAP 10) e T10* (ANA) inoculados em meio MS. *Os tratamentos
seguidos pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste DMS
a 5% de probabilidade.
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O alto vigor de calos ocorreu em 50% dos explantes nos
tratamentos compostos por BAP 5,0 mg/L + ANA 2,2 mg/L, BAP 10,0 mg/L
+ ANA 2,2 mg/L e BAP 10 mg/L (Tabela 1) este resultado pode estar
associado as altas concentraces de fitorreguladores, propiciando assim,
calos mais vigorosos. A utilizacdo de ANA 2,2 mg/L ndo demonstrou
resultados satisfatdrios para formacdo de calos, sendo que apenas 10%
dos explantes apresentaram calos de médio vigor. Calos com baixo vigor
ocorreram em 100% dos explantes do controle, mas ndo apresentaram
desenvolvimento satisfatério de gemas e folhas, o que supde que o
segmento nodal utilizado neste estagio necessita de inducdo exdégena de
fitorreguladores.

Tabela 1 - Porcentagem de calosidades de Baixo Vigor, Médio Vigor e Alto
Vigor em tratamentos de T1*(Controle), T2* (BAP 2,5+ANA), T3* (BAP
5+ANA), T4* (BAP 7,5+ANA), T5* (BAP 10+ANA), T6*(BAP 2,5), T7* (BAP
5), T8* (BAP 7,5), T9* (BAP 10) e T10* (ANA) em segmentos nodais
inoculados em meio MS.

BAIXOVIGOR WMEDIOVYIGOR ALTOVIGOR

T1 100%a 0%c %
T2 0% e 40% abe 60% a
T3 13%¢c 37% abc 50% ab
T4 W e 75%a 25% be
T5 0% ¢ 50% ak 50% ab
TG B87% a 13%bc 0% c
T7 87% a 13%be 0% c
Ta 50%b 50% ak 0% c
T9 O0%e 50% al: 50% ab
T10 87% a 13% be 0% c

Estes resultados estdo de acordo com os de Rosa (2009) onde a
presenca de citocinina BAP ocasionou um aumento na formacéo de calos.
Provavelmente, devido a um desbalanceamento nos niveis endégenos de
fitohormdnios nos explantes, em que elevadas concentra¢ges de citocinina
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parecem interagir com a quantidade de auxina enddégena do explante,
levando a formacéo de calos e provocando certa inibicdo no surgimento
dos brotos. A formacgéo de calos, porém em menor indice, também ocorreu
em explantes que ndo foram submetidos a acdo de reguladores de
crescimento, resultado que corrobora com os de Borges Junior et al.
(2004).

Conclusao

A utilizacdo de 5,0 mg/L de BAP auxilia na formacéo de gemas e
folnas em explantes de Prosopis affinis. A suplementacdo de ANA néo
contribuiu no desenvolvimento in vitro de P. affinis.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito de 6-Benzilaminopurina (BAP) na presenca e
na auséncia de Acido Naftaleno Acético (ANA) sobre a multiplicagéo in vitro de
segmentos apicais caulinares de segurelha (Satureja hortensis). Utilizou-se
delineamento inteiramente causalizado, esquema bifatorial 2x5 (concentra¢des de
ANA -0Oe 1 puM - e de BAP - 0; 5; 10; 15 e 20 pM), com seis repeticdes de trés
explantes. Apés 60 dias de cultivo, avaliaram-se: numero de brotos e de folhas por
explante, e formacdo de raiz (%). Observou-se efeito significativo da interacéo
ANA*BAP para formacdo de raiz; de ANA e BAP para numero de folhas; e
somente de BAP para nimero de brotos. A formagdo de raiz exibiu
comportamento quadratico na auséncia de ANA e linear decrescente na sua
presenca. Maior nimero de folhas ocorreu na auséncia de ANA e, em funcéo de
BAP, a 20 uM. Houve aumento na formagdo de brotos com aumento de BAP, até
15 uM. Maior formacéo de raiz ocorre na presenca de ANA e auséncia de BAP. O
namero de folhas por explante é maior na presenca de BAP e auséncia de ANA. O
namero de brotos é estimulado por BAP, até 15 uM, ndo sendo afetado por ANA.

Palavras-chave: 6-Benzilaminopurina. Acido alfa-Naftaleno Acético. Cultura de
tecidos.
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Introducao

Satureja hortensis L. (Lamiaceae) conhecida como segurelha, é
originaria do Mediterraneo Oriental (Cantino et al., 1992). E largamente
utilizada como tempero, mas de suas folhas e hastes também sé&o
extraidos 6leos, resinas, tinturas e extratos para a indistria de perfumaria
(Mihajilov-krstev et al., 2009). Folhas, flores e caule de Satureja hortensis
séo, adicionalmente, usados com freqiiéncia no preparo de chas ou como
aditivo em misturas de especiarias comerciais para alimentos, muitas
vezes para oferecer aroma e sabor. Também tem sido usada como planta
medicinal para tratar varias doencas, tais como céibras, dores musculares,
nauseas, indigestdo, diarréia e doencas infecciosas. Apresenta
propriedades anti-espasmadicas, anti-diarréicas, sedativas, antioxidantes e
antimicrobianas (Hajhashemi et al., 2000).

Considerados os usos e a potencialidade de Satureja hortensis é
desejavel a uniformidade fenotipica. Dentre as formas de propagacao de
espécies vegetais, a técnica de cultura de tecidos denominada
micropropagacao € utlizada para a producdo de plantas dotadas de
superioridade bioquimica, genética, fisiolégica e sanitaria, em larga escala,
com auséncia de variacdo somaclonal (Grattapaglia e Machado, 1998).

Na cultura de tecidos, a composicdo e a concentracdo dos
reguladores de crescimento no meio de cultura séo fatores determinantes
do padrdo de desenvolvimento, sendo as auxinas e as citocininas as
classes de fitorreguladores mais utilizadas neste sistema de cultivo
(Cheema e Sharma, 1983). Na cultura de tecidos, a disponibilidade e a
interacdo dessas classes de fitorreguladores no meio de cultura modulam
0 crescimento e a morfogénese in vitro, tendo uma importante influéncia
na formacdo das raizes, partes aéreas e calos. O efeito fisiol6gico
depende da concentracdo de cada fitorregulador de crescimento no meio
de cultura (Pozo et al., 2005).

Considerada a importdncia econbmica e a caréncia de
conhecimento acerca da propagacédo via cultura de tecidos, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o efeito de 6-Benzilaminopurina (BAP), na
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presenca e na auséncia de Acido alfa-Naftaleno Acético (ANA), sobre a
multiplicacdo in vitro de segmentos apicais caulinares de segurelha
(Satureja hortensis).

Metodologia

Os explantes utilizados foram provenientes da germinacéo in vitro
de sementes de Satureja hortensis em meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-
inositol e 7 g L™ de agar. Previamente, as sementes foram desinfestadas
superficialmente pela imersao, por 30 segundos, em etanol a 70% (v/v),
em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1,5% (v/v), por 15 minutos, e, por fim,
foram submetidas a um triplo enxague com agua destilada e autoclavada.

Das plantulas obtidas foram isolados os explantes, segmentos
apicais caulinares com, aproximadamente, 1 cm de comprimento, 0s quais
foram inoculados em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962),
acrescido de sacarose, mio-inositol e agar nas mesmas concentracées
usadas para a germinacao in vitro.

Na germinacédo e na propagacao in vitro, o pH foi ajustado para 5,8
imediatamente antes da autoclavagem, efetuada por 20 minutos a 120°C
e a 1 atm. Os frascos com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL de
meio de cultura foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura
de 25°C+2°C, fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 20 pmol™
m?s™ obtida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em esquema bifatorial 2 x 5, correspondendo as
concentracées de ANA (0 e 1 uM) e de BAP (0; 5; 10; 15 e 20 uM),
totalizando 10 tratamentos, com seis repeticbes, cada uma composta por
trés explantes. Apés 60 dias de cultivo, foi avaliado o nimero de brotos e o
namero de folhas por explante, além da porcentagem de formacao de raiz.

Apés testar a normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade de varidncias pelo teste de Bartlett, as
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variaveis foram transformadas para a funcdo~/X+05, sempre que

necessario, e submetidas a analise de variancia. As médias apresentadas
correspondem aos valores originais. As médias foram comparadas pelo
teste F (p<0,05) ou por andlise de regressdo polinomial. Utilizou-se o
Software Sisvar (Ferreira, 2000).

Resultados e discussodes

Aos 60 dias de cultivo in vitro de segmentos apicais caulinares de
Satureja hortensis obteve-se efeito significativo para a interacdo entre os
fatores principais para a formacao de raiz. Para a variavel nimero de
brotos por explante obteve-se efeito significativo somente para o fator BAP,
enquanto que para o numero de folhas por explante foram significativos os
dois fatores principais (Tabela 1).

Em relacao ao nimero de brotos formados por explante, observou-
se um comportamento quadratico positivo para as concentracdes de BAP
(Figura 1). Houve um aumento na formacdo de brotos a medida que
aumentou a concentracdo de BAP até a concentracdo de 15 pM, a partir
desta concentracdo observou-se uma leve diminuicdo na formacdo de
brotacdes. A resposta obtida esta de acordo com o esperado, uma vez que
as citocininas, de modo geral, promovem a producédo de partes aéreas.
Entretanto, ha que se considerar que seu excesso pode ser toxico,
acarretando em encurtamento dos entrends e em problemas na fase de
enraizamento (Leshem et al., 1988).

Alguns estudos realizados com outras espécies da familia
Lamiaceae revelaram que concentracbes de BAP menores que as
utilizadas no presente trabalho, foram suficientes para a maior formacéo
de brotagBes. Com Melissa officinalis e Mentha piperita, Beduhn (2005)
observou que o desenvolvimento de brotos e de segmentos nodais foi
melhor com 8,8 UM de BAP, entretanto, foram utilizados segmentos apicais
e ndo caulinares.
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Tabela 1 — Resultados da andlise de variancia para numero de brotos por
explante, nimero de folhas por explante e porcentagem de formacéo de
raiz em funcéo das combinacdes de Acido alfa-Naftaleno Acético (ANA) e
6-Benzilamonopurina (BAP), apds 60 dias de cutlivo in vitro de segmentos
apicais caulinares de segurelha em meio de cultura MS.

Causa de vanacio GL Quadrados meédios

n* brotos/ n’ folhas/ Formacéo de

gxplante explante raiz (%)
ANA 1 2585™ 2397 54 147 84°
BAP 4 90,00* 305,10° 3132
ANA'BAP 4 17,691 180,59 25,98
Residuo 30 3,615 70,69 6,08
Média - 447 545 4912
CV (%) - 3048 44,25 1292

ns

ns F ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro; * F
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Houve maior nimero de folhas na auséncia de ANA, obtendo-se
mais de sete folhas por explante (Tabela 2). A presenca da auxina nao foi
favoravel a formacao de folhas, observando-se pouco mais de duas folhas
por explante quando da sua utilizacdo. A resposta observada condiz com a
expectativa, uma vez que o acréscimo de auxina pode alterar um balango
hormonal enddgeno favoravel a formacéo de partes aéreas.

O numero de folhas por explante apresentou comportamento
quadratico positivo em funcdo de BAP (Figura 2). A maior média (9,69) foi
observada na concentragdo 20 pM da citocinina. Na auséncia de BAP
(controle) ndo houve formacgéo desses 6rgéos.

Resultados semelhantes para a formacdo de folhas, foram
registrados por Talukder et al., (2003) em Dendrobium , aos 30 dias de
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cultivo, em que a maior média (4,25 folhas por explante) foi obtida com a
utilizacdo de 11 uM BAP adicionados ao meio de cultura MS.
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Figura 1 — Numero de brotos por explante em segmentos apicais
caulinares de segurelha ap6 60 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura
MS, em funcéo de diferentes concentraces de BAP.

Tabela 2 — Média do niumero de folhas por explante em segmentos apicais
caulinares de segurelha aos 60 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura
MS, em func¢&o da auséncia ou presenca (1 uM) de ANA.

ANA n°de folhas/explante
Auséncia 7,49 a*
Presenca 2,30b

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se a
melhor resposta in vitro.

A formacéo de raiz nos explantes, aos 60 dias de cultivo in vitro,
exibiu um comportamento quadratico positivo na auséncia de ANA e linear
decrescente na presenca da auxina (Figura 3). Na auséncia de ANA,
houve um aumento na formagdo de raiz a medida que se aumentou a
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concentracdo de BAP (Figura 3). Na auséncia de ambos os
fitorreguladores ndo houve formacdo de raiz. Observou-se elevada
formacé&o de raiz na presenca de ANA e auséncia de BAP ou em baixas
concentrag8es da citocinina. A formacédo de raiz foi diminuindo a medida
gque se aumentou a concentraco da citocinina.
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Figura 2 — NUmero de folhas por explante em segmentos apicais
caulinares de segurelha aos 60 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura
MS, em funcéo de diferentes concentractes de BAP.

Os resultados obtidos no presente trabalho ratificam a tese de que
concentracbes elevadas de citocinina, geralmente, inibem ou retardam a
formacdo de raizes e, também, evitam o crescimento e os efeitos
benéficos das auxinas sobre a iniciacao radicular (Rout et al., 2006).

Concluséo

O numero de brotos por explante em segurelha é estimulado pela
citocinina BAP, até a concentragao 15 uM, nao sendo afetado pela auxina
ANA. O nimero de folhas por explante € maior na presenca de BAP e
auséncia de ANA. Maior formac&o de raiz ocorre na presenca de ANA e
auséncia de BAP.
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Figura 3 — Formacdo de raiz (%) em segmentos apicais caulinares de
segurelha aos 60 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura MS, em
funcéo de diferentes concentracbes de BAP, considerada a auséncia ou a
presenca (1 uM) de ANA.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento da variedade
RB928064 de cana-de-agUcar, propagada através da cultura de meristemas, e
submetida a multiplicagdo em biorreator de imersao temporaria desenvolvido no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Faculdade Integrado de Campo Mour&do
PR. O meio de cultura utilizado foi o de Murashige & Shoog (MS) suplementado
com 0,02 mg L™ de BAP, 0,01 mg L™ de cinetina, e 20.000 mg L™ de sacarose.
Com o biorreator de imersdo temporaria conseguiu-se de um Unico explante da
variedade RB928064, 50 novas brotacdes em 45 dias, quando comparado com a
metodologia tradicional de multiplicacdo que produz em média 6 a 8 brotagdes no
mesmo periodo. Além disso, houve significativo ganho de tempo, reagente e méo-
de-obra quando comparado ao sistema convencionalmente utilizado para
ultiplicagéo in vitro.

Palavras-chave : Saccharum spp. Micropropagacéo. Biorreator.

Introducéo

A micropropagacéao € a principal técnica de cultura de tecidos com
potencial de utilizacdo na agricultura. A aplicacdo da propagacéo in vitro
em cana-de-acUcar (Saccharum spp) € uma alternativa vantajosa em
programas de melhoramento para a multiplicacdo de variedades, devido a
economia de tempo em relacdo as técnicas convencionais (LEE, 1984).
Aliado a isso, obtém-se mudas de excelente qualidade fitossanitaria,
geneticamente uniformes e idénticas ao material vegetal de origem.

32 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

A metodologia tradicional, baseada no cultivo de explantes em
pequenos frascos contendo meio agarizado, resulta num nimero reduzido
de plantulas por frasco e intensa manipulacdo das culturas, envolvendo
grande contingente de mao-de-obra especializada (Teixeira, 2002). Uma
alternativa para contornar esses problemas é a utilizacdo de biorreatores
que empregam meio de cultura liquido.

Na propagagdo in vitro, o meio de cultura liquido apresenta
vantagens como a producdo massiva de plantas e a reducdo da
manipulacdo da cultura, indispensavel a automacao do processo (Cid et
al., 2002).

O primeiro relato do uso de biorreatores na propagacéo vegetal foi
feito por Takayama & Misawa (1981) para a micropropagacao de begonia.
Os biorreatores séo sistemas usados na micropropagacao vegetal visando
a otimizacdo do protocolo de producéo de mudas e a reducéo de custos da
operacao (Leveau e Bouix, 1985). Para a propagacdo de plantas através
de gemas, existem os biorreatores de imersédo tempordria, desenvolvidos
com a finalidade de minimizar ou eliminar o problema da hiperhidricidade
(Alvard et al., 1993).

Lorenzo et al. (1998), trabalhando com biorreatores de imersdo
temporaria, relatou que algumas variedades de cana-de-aglcar
produziram até 58 brotacfes a partir de um Unico meristema. A média de
brotacdes utilizando o protocolo convencional é de 4 brotacBes. Estes
mesmos autores obtiveram o mesmo sucesso com abacaxi, banana e
manga e relataram que o custo de producéo foi reduzido em 46% quando
comparado aos protocolos convencionais de micropropagacao. Escalona
et al. (1999) obteve taxas de multiplicacdo superiores utilizando biorreator
de imersao temporaria na micropropagacéo de gemas de abacaxi.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de
meristemas apicais da variedade RB928064 submetidos a multiplicacédo
em Biorreator de Imersdo Temporaria em meio MS integral, e aperfeigoar
0 protocolo de micropropacao empregado para a obtencdo de mudas de
cana-de-acgucar.
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Metodologia

A variedade RB928064 apresenta alto potencial produtivo, ampla
adaptabilidade, habito de crescimento ereto, é exigente em fertilidade e
ainda possui perfil ideal para colheita mecanizada.

As gemas da variedade RB928064 foram individualizadas e
lavadas em hipoclorito de sédio comercial a 20% (v/v) por 40 minutos. Em
seguida, enxaguou-se as gemas em agua corrente e plantou-se em
substrato estéril a 30°C por 25 dias. Ao atingirem cerca 20-25 cm de altura,
segmentos do colmo com cerca de 50 mm, foram extraidos e esterilizados
durante 1 minuto em alcool 70% (v/v), 20 minutos em solucdo de
hipoclorito a 20% (v/v) e por fim lavados por trés vezes em agua destilada
autoclavada. ApGs o processo de assepsia, sob condicdes estéreis, isolou-
se os apices caulinares em camara de fluxo laminar com o auxilio de lupa
e inoculou-se em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS
suplementado com 0,02 mg L™ de BAP, 0,01 mg L™ de cinetina, 1,0 mg L*
de tiamina, 100,0 mg L™ de inositol e 20.000 mg L™ de sacarose e ajustado
para pH 5.8 por 30 dias, até desenvolverem plantulas de 10 cm de altura.
Das plantulas obtidas, uma foi selecionada e transferida para o Biorreator
de Imersao Temporaria para fase de multiplicacéo.

Para a montagem do biorreator de imersdo temporaria foram
utilizados trés frascos de vidro autoclavaveis, com capacidade para 3 litros
de meio de cultura. A figura 1 mostra o esquema de funcionamento. O
primeiro frasco utilizado (Frasco C) possui uma tampa de aluminio com
valvula de filtro que impede a entrada de microorganismos e funciona
como reservatério do novo meio de cultura. Este novo meio é drenado por
uma valvula inferior para o frasco imediatamente abaixo (Frasco A),
utilizado como deposito do meio de cultura que abastece o Frasco B, que
recebe a plantula de cana-de-acucar. O Frasco A possui uma tampa de
aluminio com 3 orificios. O primeiro tem fungédo de receber o meio de
cultura novo do Frasco C. O segundo recebe o ar comprimido de um
Compressor D, e o terceiro leva o meio de cultura para o Frasco B e
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possui uma abertura lateral que recebe o liquido novamente por gravidade
do Frasco B.

O Frasco B apresenta uma valvula inferior responsavel pela
drenagem do meio utilizado pelo espante, e é constituido de uma tampa de
aluminio com dois orificios: um para a entrada do meio de cultura vindo do
Frasco A e outro contendo uma valvula de alivio. O Frasco A possui uma

vélvula de drenagem responsavel pelo retorno do meio de cultura ao
Frasco C.

.F

il 7]

s

Figura 1 - Esquema de funcionamento do Biorreator de Imersdo
Temporaria. A: Frasco contendo o meio que se esta utilizando; B: Frasco
com o explante; C: Frasco com meio novo; X: Filtro Hidrofébico; 1, 2, 3 e 4:
Vélvulas; P: Plantula de cana-de-acUcar; Z: valvula-filtro; Y: Alivio de
presséo do Frasco C.

O ciclo de funcionamento do compressor foi controlado por um
temporizador programado para 30 minutos. O compressor permaneceu
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ligado por 1 minuto, tempo suficiente para que todo o meio passe para o
Frasco B. Foi utilizado um filtro hidrofébico com membrana de 0,2 Mm de
abertura sob o ar do compressor. O aumento de pressdo no Frasco A
forca o meio de cultura a subir pelo ducto até o Frasco B, onde se localiza
0 explante. O liquido entrando no Frasco B aumenta a presséo, aliviada
pela valvula presente na tampa. Quando toda a presséao é aliviada, o meio
de cultura forga a abertura da valvula de retengdo localizada na parte
inferior do Frasco B e assim o meio de cultura utilizado retorna ao Frasco
A, fechando o sistema.

Apés 15 dias de cultivo, o meio de cultura do Frasco A é drenado
para fora do sistema e o novo meio de cultura é introduzido no frasco pela
valvula superior vindo do Frasco C, que contém o meio de cultura novo.
Dessa forma, evita-se a abertura do frasco, reduzindo contaminagées.

Todos os frascos e meios de cultura utilizados foram autoclavados
a 120°C +/- 1° sob presséo de 1 atm por 20 minutos.

A plantula da variedade RB928064 foi introduzida no Frasco B em
camara de fluxo laminar e a cultura de tecidos foi conduzida em sala de
crescimento com temperatura de 25°C, intensidade luminosa de 2.000 lux
e fotoperiodo de 12 horas de luz. O explante recebeu o meio de cultura por
1 minuto em intervalos de 30 minutos por 45 dias. O meio de cultura foi
trocado pro 3 vezes em intervalos regulares de 15 dias. Apés o tempo de
cultivo, a plantula foi retirada do frasco em camara de fluxo laminar e teve
seus perfilhos individualizados para contagem.

Resultados e discussoes

A plantula da variedade RB928064 produziu 50 novos perfilhos
durante o periodo de 45 dias de cultivo em Biorreator de Imerséo
Temporaria. Este nimero de perfilhos é muito superior ao nimero médio
de perfilhos obtidos pelo método convencional de multiplicagdo in vitro da
variedade que é de 6 a 8 perfilhos por meristema (Lorenzo et al, 1998).

Os perfilhos formados apresentaram tamanho reduzido e foram
mais finos quando comparados com a metodologia tradicional. No entanto,
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o cultivo desses perfilhos em frascos individualizados fez com que estes
apresentassem morfologia normal apés o periodo de 15 dias.

Desta forma, conclui-se que utilizacdo de biorreator de imerséo
temporaria para a propagacéao clonal de diferentes variedades de cana-de-
acUcar, previamente proposta por Lorenzo et al (1998), pode ser aplicada a
variedade RB928064. O numero de perfilhos na variedade RB928064,
proximos aos nimeros obtidos pelo referido autor, justificam futuros
investimentos para o cultivo de meristemas de outras variedades de
interesse comercial e econbmico utilizando o Biorreator de Imerséo
Temporaria desenvolvido pelo Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Faculdade Integrado de Campo Mourdo PR. A utilizagdo do Biorreator de
Imersdo Temporaria proporcionou a reducao de custos fixos através da
reducao de méo-de-obra, sendo que apenas uma pessoa é suficiente para
conduzir o trabalho, e a diminuicdo de perdas por contaminacdo. Na
conducéo dos explantes em biorreator de imersdo temporaria os explantes
nédo sdo manuseados e sim o frasco contendo o meio de cultura novo.

Conclusao

A multiplicacdo de mudas da variedade RB928064 de cana-de-
aclcar utilizando o biorreator de imersao temporaria desenvolvido neste
estudo foi 7 vezes mais efetiva do que a multiplicacdo in vitro pela
metodologia tradicional, e propiciou reducdo de custos, contaminacdes e
tempo para a obtencéo de mudas.
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Resumo

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) conhecida popularmente como
carvalhinho é uma planta medicinal nativa do Rio Grande do Sul, utilizada como
principio ativo na producdo de cremes fitoterapicos e homeopaticos para
tratamento do herpes labial, sendo eficaz contra Ulceras gastricas causadas por
estresse ou maus habitos alimentares. O objetivo do estudo visou a obtengdo de
calos in vitro para posterior utilizagdo em trabalhos de regeneracgdo in vitro de
plantas bem como para o estudo do acumulo dos fitoterapicos nos mesmos.
Explantes foliares medindo em torno de um cm? foram inoculados em condicdes
assépticas em frascos de cultura contendo meio MS 100%, 0,3% de sacarose e
0,6% de agar, testando-se quatro concentra¢des da auxina 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e
4,0 mg.L'l). As culturas foram submetidas a dois regimes de luz: escuro continuo
e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 25 repeti¢cdes por tratamento. Estes foram comparados dois a
dois pelo teste Qui-quadrado a p<0.05. A dose de 4,0 mg.L'l de 2,4-D
proporcionou a formacdo de 13 calos, sendo essa a melhor resposta na
calogénese in vitro das culturas que foram submetidas ao escuro continuo. Os
explantes foliares submetidos ao fotoperiodo de 16 horas apresentaram 100% de
oxidagao.

Palavras-chave : Carvalhinho. Calogénese. Fitorregulador. Cultura de Tecidos.
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Introducao

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) € conhecida popularmente
por carvalhinho, guacatonga, erva-de-bugre, dentre outras denominacdes.
Trata-se de uma espécie arbdérea ou arbustiva com ocorréncia em pelo
menos 22 estados brasileiros, incluindo o Rio Grande do Sul (Torres e
Yamamoto, 1986).

E uma espécie florestal com relevante importancia no
reflorestamento misto de areas degradadas e matas ciliares (Lorenzi,
2002). Além disso, é amplamente utilizada na medicina popular. Seu
principio ativo é Util na producdo de cremes fitoterapicos e homeopaticos
para tratamento do herpes labial. E eficaz contra Ulceras gastricas
causadas por estresse ou maus habitos alimentares (Lorenzi e Matos,
2008), também € indicada em casos de picada de cobras, como
cicatrizante topico e antitérmico e anti-inflamatério (Hoehne, 1939; Correa,
1975; Junges et al. 1985).

No entanto, plantas medicinais séo retiradas de seu hatitat natural
para uso terapéutico e muitas vezes tornam-se insuficientes para atender
uma demanda constante e ininterrupta, principalmente quando a espécie
tem utilizacdo ampla e relevante, podendo levar a extingdo. Nesse sentido,
apenas o cultivo sistematizado pode garantir uma producéo regular e em
larga escala. Uma alternativa sustentavel para a reposicdo destes
individuos na natureza, a fim de reduzir a exploracao extrativista é a cultura
de tecidos vegetais in vitro. Por meio desta técnica, € possivel a formacao
de calos, denominada calogénese, etapa basica para o desenvolvimento
de sistemas de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou
embriogénese somatica (Venturieri e Venturieri, 2004). Além disso, calos
podem ser multiplicados por sucessivas subculturas e mantidos in vitro por
longos periodos, sendo importante para estudos morfogenéticos in vitro e
para a obtencao, através da suspenséo celular, de produtos secundarios
incluindo farmacos, apresentando grande interesse cientifico e comercial
(Rodrigues e Almeida, 2010).
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A composi¢cdo e concentracdo de fitorreguladores presentes no
meio de cultura sdo determinantes no crescimento e no desenvolvimento
da maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Assim a formacéo de calos
pode ser regulada pela disponibilidade de auxinas, entre elas o 2,4-D, o
qual induz com maior eficiéncia a formacgéo de calo e pode ser importante
em sistemas de embriogénese somatica (Caldas et al. 1998).

Diante disso, o objetivo do estudo foi a obtencéo de calos in vitro
para posterior utilizacdo em trabalhos de regeneracdo in vitro de plantas
bem como para o estudo do acimulo dos fitoterapicos nos mesmos.

Metodologia

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais pertencente ao Departamento de Biologia, do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria - RS.

Os explantes utilizados foram segmentos foliares de #1 cm?
retirados de plantas assépticas oriundas de germinagdo in vitro e
aclimatizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais. O processo
de desinfestacdo dos explantes consistiu de seis etapas realizadas
sucessivamente, como segue: 1) lavagem em agua corrente durante 2
minutos; 2) imersao em solucéo de hipoclorito de sédio a 1% acrescido de
detergente (2 gotas para cada 100 ml) por 10 minutos; em camara de fluxo
laminar seguiu-se o processo 3) lavagem em agua destilada esterilizada;
4) imersdo em alcool 70% durante 30 segundos; 5) imersdo em agua
destilada esterilizada; 5) imersdo em hipoclorito de sodio 2,0% durante 10
minutos intercalado com lavagem em agua destilada esterilizada.

Os segmentos foliares foram seccionados e inoculados em meio
MS (Murashige e Skoog) 100%, 0,3% de sacarose, 0,6% de agar e pH
ajustado para 5,8 *+ 0,2, antes da autoclavagem, acrescidos das doses de
0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™" de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico). Foram
distribuidos quatro mL de meio de cultura nos frascos, medindo em torno
de 5 cm x 2 cm, e posteriormente fechados com papel aluminio.
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As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25 + 1°C e
submetidas a dois regimes de luz: fotoperiodo de 16 horas (densidade de
fluxo de fétons de 1500 lux, fornecida por lampadas fluorescentes branco-
frias) e escuro continuo. As avaliagcdes da calogénese foram feitas a cada
sete dias, comegando 15 dias ap6s o inicio do experimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e 25 repeticdes por tratamento.
Como a variavel analisada é qualitativa e ndo quantitativa, os tratamentos
foram comparados dois a dois pelo teste ndo paramétrico Qui-quadrado a
p< 0.05.

Resultados e discussdes

As culturas submetidas ao fotoperiodo de 16 horas apresentaram
100% de oxidacédo dos explantes e nao formaram calos. Estes resultados
divergem com os obtidos por Nogueira et al. (2007) onde segmentos
foliares da espécie medicinal Byrsonima intermedia A. Juss. (Murici
pequeno) formaram calos na presenca de luz. Também na presenca de
luz, estudos realizados por Castro et al. (2009), mostraram que a
calogénese da espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Barbatimao), pertencente a familia Fabaceae, iniciou 15 dias ap6s a
inoculacdo em meios suplementados com 2,4-D (0; 4,52; 9,05; 18,10 uM),
porém na presenca de luz. Em estudo similar realizado por Sado, (2009),
em Senna spectabilis (DC) também pertencente a familia Fabaceae,
diferentes concentrac¢des de 2,4-D (0;0,12; 0,25; 0,5; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e
40,0) também influenciaram na formacéao e diferenciacéo de calos.

No presente estudo, nas culturas mantidas no escuro continuo
houve formacdo de calos em todas as doses de 2,4-D. Embora o
tratamento com 2,0 mg.L'1 de 2,4-D (T3), submetido ao escuro continuo,
tenha iniciado a formacéo de dois calos antes dos demais (35 dias apds a
inoculacdo) (Figura 2), a dose de 4,0 mg.L'l de 2,4-D (T4) foi a que
propiciou o maior nimero de explantes com calos (13), sendo que esses
iniciaram a partir da sexta semana de avaliagdo (Figura 1), apesar de
diferir do T3 apenas na Ultima avaliacéo realizada. Ja o T2 formou calos a
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partir da oitava semana de avaliacdo apresentando um avango, chegando
a ser superior ao T3, porém ndo o suficiente para ser significativo. Quanto
ao tratamento controle (T1), este formou calo, porém com baixa ocorréncia
(dois), diferindo significativamente do T4 em todas as avaliacbes (Figura
3).

Grattapaglia e Machado (1990) relatam que o 2,4-D é um dos
reguladores de crescimento mais eficazes na indugédo de calos. Segundo
George, (1996), o 2,4-D induz a transcricdo de moléculas de RNA
mensageiro capazes de codificar proteinas importantes para o crescimento
e que podem induzir a proliferacdo celular desordenada, contudo, as
divisbes celulares iniciais do explante e o crescimento dos calos séo,
algumas vezes, inibidos pela presenca de luz.

14 -
13
12
(/)11_
(] J
g 10
o
5 8-
- 7 ——T1
n
%g: ——T2
% 4 - ——T3
P g ——T4
l_
0 + —N—N

12 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15

Semanas

Figura 1 — Velocidade de formacéo de calos formados em explante foliar
de Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) submetidos a diferentes doses de
2,4-D, constituindo os tratamentos: T1 (0,0 mg.L™" 2,4-D), T2 (1,0 mg.L™
2,4-D), T3 (2,0 mg.L'1 2,4-D)e T4 (4,0 mg.L'1 2,4-D) e mantidos em escuro
continuo a temperatura de * 25 °C. Foram utilizadas 25 repeticdes por
tratamento.
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Figura 2 - NUumero de calos formados em explante foliar de Casearia
sylvestris Sw. (Salicaceae) submetidos a diferentes doses de 2,4-D,
constituindo os tratamentos: T1 (0,0 mg.L™ 2,4-D), T2 (1,0 mg.L™ 2,4-D),
T3 (2,0 mg.L'l 2,4-D) e T4 (4,0 mg.L'l 2,4-D) e mantidos em escuro
continuo a temperatura de * 25 °C. Foram utilizadas 25 repeticdes por
tratamento. As letras A, B, C, D, E, representam respectivamente a
primeira até a quinta avaliacdo. Tratamentos seguidos da mesma letra ndo
diferem pelo Teste Qui-quadrado a p< 0.05.
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Figura 3 - Numero de calos formados em explante foliar de Casearia sylvestris Sw.
(Salicaceae) submetidos a diferentes doses de 2,4-D, constituindo os tratamentos:
T1 (0,0 mg.L™" 2,4-D), T2 (1,0 mg.L™ 2,4-D), T3 (2,0 mg.L™ 2,4-D) e T4 (4,0 mg.L™
2,4-D) e mantidos em escuro continuo a temperatura de + 25 °C. Foram utilizadas
25 repeti¢cbes por tratamento. As letras A, B, C, D, E, F, G, H, | e J, representam

respectivamente a sexta até a décima quinta avaliacdo. Tratamentos seguidos da
mesma letra ndo diferem pelo Teste Qui-quadrado a p< 0.05.
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Conclusao

A dose de 4,0 mg.L™ de 2,4-D proporciona a formagcao de 13 calos,
sendo essa a melhor resposta em segmentos foliares de Casearia
sylvestris Sw., submetidos ao escuro continuo. Segmentos foliares de
Casearia sylvestris Sw. submetidos ao fotoperiodo de 16 horas, mesmo
com a presenca do fitorregulador 2,4-D, ndo formam calos e apresentam
oxidacao.
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Resumo

O éxodo rural e o crescimento desordenado das cidades provocaram o
avanco do processo de degradacao das areas urbanas de preservagdo, como
ocorreu no municipio de Sdo Gabriel /RS, este se situa as margens do Rio
Vacacai. Entao foram realizados questionarios etnobotanicos junto a populacao
ribeirinha, sendo entrevistado um total de 40 pessoas, a fim de correlacionar a
valorizacdo de uma espécie pela populacdo local bem como estado de
conservacdo das espécies. O questionario constou de questdes relacionadas as
espécies de maior ocorréncia, sua utilizagdo, espécies consideradas prejudiciais
ou novas na mata ciliar, expondo a importancia da flora local. Foi identificado um
total de 34 espécies arboreas. Quatro categorias de uso foram identificadas as
espécies: lenha, fruto, medicamentos e produtos de madeira. As trés espécies
mais importantes foram Blepharocalyx salicifolius, Eugenia uniflora e Salix
babilonica. O inventario fitossociolégico sugere que a exploragdo antrépica das
matas ciliares esta levando algumas espécies a ameaca de locais e / ou extingao.
O uso da propagacao in vitro de plantas, a criopreservacao de tecidos e materiais
de reprodugdo, e a caracterizagdo da diversidade genética dos fragmentos
florestais podem ajudar na melhoria dos programas de recuperagdo e
reflorestamento das matas ciliares da regido.

48 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Palavras-chave: Etnobotanica. Germoplasma. Conservacao genética.
Introducao

A biodiversidade é uma das propriedades essenciais do ambiente
e um fator chave para a adaptabilidade dos organismos vivos. Essa
capacidade de adaptacé@o é crucial para a sobrevivéncia das espécies e
dos ecossistemas sob um cenério de mudancas climaticas muito rapidas,
principalmente considerando a interferéncia antrépica nos ambientes, a
partir de um processo de ocupacdo irregular e de certa forma
descontrolada dos centros urbanos. Essa ocupacao resultou na exploracéo
dos recursos naturais existentes, incluindo areas de protecdo ambiental,
como as matas de galeria.

No estado do Rio Grande do Sul as cidades também estéo
sofrendo com este evento, isto ocorre principalmente na regido que
compreende o Pampa Brasileiro. Esta regido esta situada dentro da Zona
Temperada do Sul e possui climas subtropicais e temperados com uma
diferenciacdo clara entre uma recepcao calorosa e uma estacéo fria,
sendo por isso classificados como Estepe (Ibge, 2004). O Pampa brasileiro
esta localizado entre as latitudes 28 ° 00 'S e 34 ° 00' S e longitude 49 ° 30
'W e 58 ° 00' W, ocupando uma area de 63% do estado do Rio Grande do
Sul. Segundo Roesch et al. (2009), é considerado um bioma naturalmente
fragil.

Diante da questdo levantada alguns municipios se destacam
apresentando problemas socioambientais de maior impacto, avaliados a
partir de levantamentos realizados diretamente nas regifes afetadas,
destacando-se o municipio de Sao Gabriel que possui como principal
recurso hidrico o Rio Vacacai, sendo este explorado com fins econémicos.
Dados histdricos de Sdo Gabriel relatam que as margens do rio sempre
foram exploradas e modificadas sem o devido cuidado com as questdes
ambientais. Por esta razdo, é de fundamental importancia o trabalho de
identificar os recursos vegetais de maior valor para a regido e estudar a
interacdo das comunidades ribeirinhas com o mundo vegetal em suas
dimensbes antropoldgica, ecolégica e botanica, ressaltando a importancia
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para a preservacao e conservacao deste ecossistema, além de manter o
sustento dos moradores da regido, de uma maneira sustentavel.

Este artigo objetivou realizar um estudo etnobotanico junto a
populacao ribeirinha da extensdo urbana do rio Vacacai, além de entender
a importancia do rio para a populagéo e identificar os usos das principais
espécies arbéreas da regido, bem como avaliar as condi¢cdes de material
disponivel para implantagdo e manutengdo das espécies em bancos de
germoplasma, buscando manter a diversidade genética remanescente.

Metodologia

A area de estudo foi a bacia do Rio Vacacai no Municipio de Sao
Gabriel/ RS.

[«

Figura 1 - Localizacdo da area de estudo.

Foram aplicados questionarios etnobotanicos semi-estruturados
junto aos ribeirinhos, sendo entrevistadas 40 pessoas em quatro
localidades diferentes, a fim de correlacionar a valorizagcdo de uma espécie
pela populacéo local com o estado de conservacao desta espécie.
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O questionario constou de questdes relacionadas as espécies de
maior ocorréncia, sua utilizacdo, bem como espécies consideradas
prejudiciais ou novas na mata ciliar (Quadro 1), expondo a importancia da
flora local, com concomitante realizacdo de coletas de material vegetativo
para a confeccdo de exsicatas e conservagcao genética das espécies in
vitro, material este que se encontra no laboratorio de cultura de tecidos da
Universidade Federal do Pampa — Campus Sao Gabriel.

Resultados e discussoes

Foram citadas 34 diferentes espécies de plantas pelos
entrevistados. A vegetagdo arbérea € utilizada pela comunidade ribeirinha
para diversas finalidades como: para lenha, para fabricacdo de cabos de
ferramentas, uso medicinal, para coleta de frutos e em alguns casos como
ornamental. Pode-se constatar que existem espécies que se encontram
em toda a extensé@o da mata ciliar.

A espécie mais citada é o Cephalanthus glabratus (Sarandi),
considerada prejudicial por 95% dos entrevistados, por estar obstruindo o
leito e as margens do rio (Fig. 2), mudando assim o curso das aguas e
aumentando as areas de inundacgéo nos tempos de cheia.

Os possiveis responsaveis pela rapida propagacao do C. glabratus
seriam a alta concentragdo de matéria organica e coliformes fecais
presentes na agua, devido a presenca do esgoto da cidade. Outro fator
gue possivelmente contribui para a rapida disseminagéo do C. glabratus
nessa regido € o problema ocasionado pela agua fértil que é retirada do
cultivo do arroz e liberada diretamente no leito do rio ao decorrer de sua
extensao.

A disperséo de galhos pelo leito do rio devido ao corte de plantas
da margem ou do leito acaba por gerar novos “bancos de sarandi no leito
do rio” (Fig. 3), acelerando o processo de obstrucédo do leito navegavel do
mesmo. Ao mesmo tempo, observa-se a mudanca do nivel do rio. Assim,
com o leito do rio sempre baixo o sarandi passou a se fixar no chdo com
mais facilidade, também nédo esta mais sofrendo com periodos que em,
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tempos passados, se encontrava recoberto pela agua, que fazia com que
ocorresse diminuicdo do seu metabolismo e reducao de sua proliferacao.

Quadro 1 - Espécies no local de estudo.

Prejudicia
Nome Utilidades N°de citagbes Extinta  Nova |
Acai-do-
mato Cha 1 - - -
Acoita-
cavalo Lenha 10 - - -
Amarilho Lenha 16 - - -
Amoreira Cha/Lenha/Fruto 1 - - -
Angico-
vermelho Moirdo 16 - - -
Aroeira-
vermelha Cha/Lenha 13 - - -
Branquilho Lenha 19 - - -
Buchicho Cha 1 - - -
Buriti N&o citada 2 - - -
Camboata Lenha 3 - - -
Cambui Lenha 18 - - -
Canela Lenha 2 - - -
Cancorosa N&o citada 1 - - -
Cedro Cha 1 1 - -
Cinamomo Lenha 1 - - -
Corunilha Cha/Lenha 18 - - -
Espinilho Lenha 1 - - -
Eucalipto Lenha/Remédio 6 - - -
Guabiroba Cha 15 - 1 -
Guajuvira Lenha 12 - - -
Inga Fruto 1 - - -
Mamica-de-
cadela Lenha 17 - - -
Marica Cha 4 - - -
Marmeleiro Ché/Lenha 16 - - -
Murta Cha/Lenha 29 - - -
Pata-de-vaca | Cha 1 - - -
Pau-de-leite | Lenha 1 - - -
Pau-ferro Lenha 1 - - -
Pitangueira | Cha/Lenha/Fruto 32 - - -
Salgueiro Lenha 2 - - -
Salso-choréo | Lenha 20 1 2 1
Sarandi Lenha 17 - 24 35
Taruméa Poste para cerca 9 20 - -
Veludinho Chéa/Lenha/Fruto 2 - - -
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v 4

Figura 3 - Enraizamento de galhos de Cephalanthus glabratus.

Visando a conservacdo genética das espécies foi coletado o
material das que apresentavam condicbes ideais que possibilitavam
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caracterizar a espécie, bem como estabelecer a cultura de tecidos das
seguintes espécies, Blepharocalyx salicifolius, Zanthoxylum rhoifolium,
Eugenia uniflora e Eucalyptus citriodora, sementes, gemas apicais e
axilares foram coletadas para o desenvolvimento de cultura de tecido in
vitro (Fig. 4A e 4B).

Figura 4 - Coleta de material vegetativo para exsicata e cultura de tecidos
(A); material do banco de germoplasma in vitro (B).

Outro dado importante é o desaparecimento da espécie Vitex
megapotamica (Taruma), que sempre foi usada pelos moradores devido a
madeira de alta qualidade e resisténcia, esta associada a falta de
informacao em termos de manutencéo e reposicdo da espécie, talvez seja
0 principal motivo para o seu desaparecimento. A partir deste contexto
observa-se a importancia de se buscar a manutencdo da diversidade
genética para que todas as espécies voltem a colonizar toda a extensédo da
mata ciliar que abrange o estudo e as mesmas estejam disponiveis para a
populacdo como um todo.

Concluséo

A partir da realizacdo estudo etnobotanico junto a populacéo
ribeirinha da extensdo urbana do Rio Vacacai, pode-se concluir que a
mesma é de fundamental importancia para a populacdo em termos de
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geracdo de renda, porém o uso de algumas espécies foi feito de forma
intensiva, sem os devidos cuidados com 0 manejo para sua manutencao,
em contrapartida algumas espécies presentes ndo tem grande importancia
sendo pouco Uteis e assim passando a predominar no local podendo ser
consideradas prejudiciais.Observando ainda a existéncia de espécies com
material em condi¢cdes de manter a diversidade genética, a manutencéo
dessas espécies ainda presentes passa a ser uma peca chave para a
manutencdo da diversidade, sendo necessario um plano de manejo onde
se realize coleta de sementes ou partes vegetativas para producéo de
mudas enfatizando a recuperacdo da &rea, conservacdo e propagacao in
vitro para garantir a existéncia destas espécies no futuro e a recuperacdo
da mata ciliar com espécies nativas.
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
concentracdes de sacarose na rizogénese in vitro de segmentos apicais
caulinares de canafistula. Os explantes foram provenientes da regeneracao de
noés cotiledonares e foram cultivados durante 35 dias em meio nutritivo MS
acrescido de concentragfes variaveis de de sacarose (10; 20; e 30 g L'l). Foram
avaliados o nimero de explantes que formaram raiz e o nimero de explantes que
formaram calos na base. O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticbes de quatro explantes. As diferentes
concentracdes de sacarose ndo apresentaram efeito significativo sobre a
formacdo de raiz e de calos, ndo sendo formadas raizes em nenhum dos
tratamentos e verificando-se reduzida calogénese na base dos segmentos apicais
caulinares de canafistula. A redugdo na concentracédo de sacarose ndo apresenta
efeito na rizogénese em segmentos apicais caulinares de canafistula.

Palavras-chave: Cultura de Tecidos. Segmentos apicais caulinares. Fator de
enraizamento.
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Introducao

A cultura de tecidos destaca-se entre os métodos classicos de
propagacao vegetativa, por necessitar de menor espaco fisico e pelo fato
de poder ser desenvolvida em qualquer época do ano. Na area florestal,
em particular, pode ser empregada na conservacdo de germoplasma in
vitro, na aceleracdo dos programas de melhoramento, pela multiplicacdo
de clones superiores, visando a producdo de mudas, rejuvenescimento de
clones selecionados na fase adulta; dentre outros (Xavier et al., 2009).

Uma das limitagBes da cultura de tecidos tem sido o enraizamento
das partes aéreas regeneradas in vitro, principalmente em espécies
lenhosas. Os maiores obstaculos envolvidos no processo de formacao de
raizes adventicias residem na dificuldade de isolar e caracterizar os fatores
que controlam este fendmeno, em virtude de sua complexidade e da
grande interacao existente entre eles (Assis e Teixeira, 1998).

A reducédo na concentracdo de sais do meio nutritivo, as condi¢cdes
de cultivo (especialmente luminosidade e temperatura), as caracteristicas
genotipicas dos explantes, a composicao dos meios nutritivos utilizados
nos subcultivos anteriores e baixas concentracdes de sacarose sao fatores
que podem ser testados no sentido de otimizar a rizogénese (Grattapaglia
e Machado, 1998). Nos meios de enraizamento, as concentracdes de
sacarose, a fonte de carbono exdgeno mais utilizado na micropropagacao
(George e Sherrington, 1984), variam de 2 (20 g L™) a 3% (30 g L™), as
mesmas empregadas nos meios de multiplicacdo (Grattapaglia e
Machado, 1998), e é possivel que sua reducdo para 1% favoreca o
enraizamento em canafistula.

Da mesma maneira, a formacdo de calos na base de segmentos
nodais, apicais caulinares ou brotacfes € muito comum em espécies
lenhosas. Quantidades excessivas de auxina e sacarose podem estimular
a formacéo de calos na base dos explantes, comprometendo a rizogénese
e o crescimento da parte aérea (Grattapaglia e Machado, 1998). Em outro
estudo realizado com canafistula, a formacdo de calos na base dos
explantes cuja ocorréncia foi considerada comprometer a rizogénese (Kirst
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e Sepel, 1996).

Peltophorum dubium, comumente conhecida como canafistula, é
uma espécie que estad incluida na lista de espécies consideradas em
extingdo. E uma planta heliéfita, pioneira, recomendada para o uso na
construcdo civil, marcenaria, arborizacdo de cidades, bem como para o
reflorestamento de éareas degradadas (Lorenzi, 1992). E considerada
promissora por apresentar valor econémico comprovado, em funcdo da
gualidade da madeira. O seu crescimento € rapido, o que torna a espécie
apta a regeneracao artificial (Carvalho, 1994). Nesse sentido, a cultura de
tecidos pode ser empregada para a producdo de mudas de elevada
qualidade genética, fisioldgica e sanitaria de canafistula. Entretanto, um
dos principais entraves nesse processo consiste na dificuldade de enraizar
as partes aéreas obtidas na cultura de tecidos.

A canafistula é uma espécie florestal, nativa e com ampla
dispersdo geogréafica desempenhando um papel pioneiro nas areas
abertas, em capoeiras e matas degradadas (Carvalho, 2003; Marchiori,
1997).

Face aos expostos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia de concentracbes de sacarose na rizogénese in vitro de
segmentos apicais caulinares de canafistula.

Metodologia

Foram utilizados como explantes segmentos apicais caulinares de
canafistula provenientes de regeneracdo de nds cotiledonares com trés
semanas de cultivo em meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962)
acrescido de 30 g L™ de sacarose e 100 mg L™ de mio-inositol. Apés o
isolamento, os segmentos apicais caulinares foram inoculados, sob
condicdes assépticas, em meio nutritvo MS acrescido de diferentes
concentracdes de sacarose (10; 20; ou 30 g L'l), conforme o tratamento, e
100 mg L™ de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,7 antes da inclusdo do
agar, na concentracdo de 7 ¢ L™, Posteriormente, 0o meio nutritivo foi
autoclavado a 121<C e 1,5 atm por 15 minutos. Os frascos, contendo os
explantes inoculados, foram dispostos na sala de cultivo sob temperatura
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de 2513 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 pmol m’
s fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

O experimento foi distribuido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticao
composta por quatro unidades experimentais. A unidade experimental foi
composta por um frasco de vidro com capacidade para 150 ml, contendo
30 ml de meio nutritivo e um explante cada, sendo vedados com uma
pelicula plastica de polivinilcloreto (PVC). Ap6s 35 dias de cultivo foram
avaliados o nimero de explantes com formacao de raiz e de calo na base.

Os dados foram analisados pelo teste de qui-quadrado. Quando foi
rejeitada a hipotese nulidade (Ho) procedeu-se, adicionalmente, a andlise
de residuos padronizados, conforme Pereira (2001), para identificar as
freqUiéncias observadas que desviaram significativamente das frequéncias
esperadas.

Resultados e discussdes

As diferentes concentracdes de sacarose ndo apresentaram efeito
significativo no numero de explantes que enraizaram, assim como também
ndo teve efeito siginificativo na formacdo de calos na base. Nao foram
formadas raizes em nenhum tratamento, sugerindo que a reducdo na
concentracdo de sacarose geralmente utilizada (30 g L'l), isoladamente,
n&o foi capaz de induzir o enraizamento em canafistula. E possivel que a
induc@o desse processo nesta espécie necessite da associacdo de uma
série de fatores de enraizamento.

Em citros, Pio et al. (2002) obtiveram melhores resultados para o
nimero de raizes com o emprego da combinacdo de 6 mg L™ de AIB e 30
g L™ de sacarose em meio nutritivo MS, ja para o comprimento médio das
raizes a associacdo de 6 mg L™ de AIB e 60 g L™ de sacarose foi mais
bem sucedida. Por outro lado, em porta-enxerto de pereira a presenca de
sacarose no meio nutritvo MS afetou o enraizamento, sendo o maior
percentual obtido com 20 g L™ do carboidrato, enquanto que a formacédo
de raizes secundarias, de 80% em 30 g L, reduziu-se para zero na
auséncia de sacarose (Leite et al., 2000).
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Segundo Nemeth (1986) ocorre uma interacdo do nivel de
carboidratos com o nivel hormonal endégeno. Para Bhojwani e Razdan
(1986), a diferenciacao em tecidos vasculares é afetada pela presenca de
auxinas e sacarose, e 0 efeito da auxina na diferenciacdo de tecidos
vasculares esta relacionado com a presenca de sacarose. Houve reduzida
formacdo de calos na base dos segmentos apicais caulinares de
canafistula (Tabela 1), indicando que as concentracdes de sacarose
testadas ndo tém efeito na calogénese em segmentos apicais caulinares
de canafistula.

Tabela 1 — Teste qui-quadrado para nimero de explantes com calos na
base dos segmentos caulinares apicais de canafistula, apés 35 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo MS acrescido de diferentes concentraces
de sacarose. UFSM, Santa Maria — RS.

Nimero de explantes com formagdo de calo

Sacarose Presente Ausente Total

10gL° 5 13 18

20gL" b 14 20

30gL" 3 16 19

Total 14 13 57
¥'=5,99" =2

" N&o significativo.
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Conclusao

As diferentes concentracdes de sacarose adicionadas ao meio
nutritvo MS nédo tém efeito na rizogénese em segmentos apicais
caulinares de canafistula.

Referéncias

ASSIS, T. F., TEIXEIRA, S. L. Enraizamento de plantas lenhosas. In: TORRES,
A.C., CALDAS, L. S., BUSO, J. A. (eds.) Cultura de tecidos e transformacéao
genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA/CNPH, p. 261-296, 1998.

BHOJWANI, S. S., RAZDAN, M. K. Plant tissue culture: theory and practice
Amsterdam: Alsevier, 1986, 767p.

CARVALHO, P. E. R. Espécies Arbéreas Brasileiras . Colombo, PR: EMBRAPA
FLORESTA, 2003. 1.039p.

CARVALHO, P. E. R. Espécies florestais brasileiras: recomendacdes
silviculturais, potencialidade e uso da madeira. Colombo: EMBRAPA-CNPF;
Brasilia: EMBRAPA- SPI, 1994. 640 p.

GEORGE, E.F.; SHERRINGTON, P.D. Plant propagation by tissue culture
Eversley: Exegetics, 1984.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacgédo. In: TORRES, A. C;
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacédo genética de
plantas . Brasilia, EMBRAPA, 1998. v. 1. p183-260.

KIRST, M.; SEPEL, L.M.N. Micropropaga¢édo de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert a partir de apices caulinares de plantulas. In: SIMPOSIO SOBRE
ECOSSISTEMAS NATURAIS DO MERCOSUL, 1., 1996, Santa Maria. Anais ...
Santa Maria: UFSM, 1996. p.141-146.

LEITE, G.B., FINARDI, N.; FORTES, G.R.L. Efeitos de concentra¢cfes de sacarose
no meio de cultura e da intensidade luminosa no enraizamento in vitro de porta-
enxerto de pereira OHxF97. Ciéncia e Agrotecnologia . Lavras, v.24, n.2, p353-
357, 2000.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacéo e cult ivo de plantas
arbéreas nativas do Brasil . Nova Odessa: Editora Plantarum, 1992. 161p.

MARCHIORI, J. N. C. Dendrologia das angiospermas: leguminosas . Santa
Maria: UFSM, 1997. 200p.

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 61



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum , Copenhagen, v.15, p.473-
497, 1962.

NEMETH, G. Induction of rooting. In: BAJAJ, Y.P.S. (Ed.). Biotechnology
agriculture and forestry | , Berlin: Springer-Verlag, 1986.

PEREIRA, J.C.R. Analise de dados qualitativos: estratégias metodolo gicas
para as ciéncias da salde, humanas e sociais. 3 ed. Sao Paulo:
EDUSP/FAPESP, 2001. 160 p.

PIO, R., RAMOS, J. D.,, PIO, L. A. S., MENDONCA, V., SILVA, A. B. da,
PASQUAL, M. Enraizamento in vitro de brotagBes de porta-enxerto de citros
Tangerina sunki x trifoliata english 63-256 como uso de sacarose e &acido
indolbutirico. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 26, n. 1, p. 66-70, 2002.

XAVIER, A.; WENDLING, I.; DA SILVA, R. L. Silvicultura clonal: principios e
técnicas. Vicosa. Universidade Federal de Vigosa , 2009. 272 p.

62 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE BATATA ( Solanum tuberosum ) A
FOSFORO EM SISTEMA DE PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO

SCHAICH, G.*; FARIAS, J. G.%; SAUSEN, D* CASTRO, Y G.*
NICOLOSO, F.T.*

! Graduando, Curso de Agronomia, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil. gabrielschaich@yahoo.com.br

2 Bidloga, Mestranda, Programa de Pdés-graduacdo em Agrobiologia, Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

3 Engenheira Agrbnoma, Mestranda, Programa de Pés-graduagdo em Agronomia, Centro de
Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

4 Engenheiro Agrénomo, Mestre, Programa de Pds-graduagdo em Agronomia, Centro de
Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

5 Engenheiro Agrénomo, Doutor, Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

Resumo

A restricdo de fosforo (P) as plantas € um dos principais fatores limitantes
a produtividade das culturas, sendo que a identificagdo e/ou desenvolvimento de
plantas eficientes na absor¢cdo e utilizagcdo de P parece ser uma alternativa
promissora. A pesquisa tem buscado solugGes através do uso da selegdo de
materiais vegetais através de propagacao in vitro, a qual promove uma avaliagao
em curto prazo e utilizando pouco espaco fisico. O objetivo deste trabalho foi
verificar diferencas de comportamento para a eficiéncia de uso e resposta ao P
em 13 clones de batata (Solanum tuberosum e S. microdontum) cultivados in vitro
e ex vitro, bem como relacionar caracteristicas ligadas a estas habilidades aos
diferentes sistemas experimentais. Aplicaram-se as concentracdes de 10 e 100%
da concentracdo padrdo de P do meio MS para avaliagdo da propagacao in vitro,
e em hidroponia com areia, para avaliagdo ex vitro. Determinaram-se variaveis de
crescimento e indices de eficiéncia de uso e resposta ao P. Os dados foram
submetidos a andlise multivariada de componentes principais. Foi verificada
ampla variagdo no comportamento entre os clones de batata testados, bem como
a formacao de grupos distintos em ambos 0s sistemas experimentais, existindo
uma relacdo entre a eficiéncia de uso em baixo P no cultivo in vitro com a
eficiéncia de resposta ao P em cultivo ex vitro.
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Palavras-chave: Hidroponia. Eficiéncia de uso. Propagacdo vegetativa.
Tubérculo.

Introducao

No Brasil, a batata é a hortalica mais importante, com uma area de
plantio de 147,8 mil ha e rendimento médio de 24,03 t ha®, no ano de
2007, sendo os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande
do Sul, Bahia e Santa Catarina responsaveis por mais de 95% da
producéo nacional sdo (IBGE, 2008).

O P é o elemento que promove maior incremento na produtividade
da batata através do estimulo a formacédo de tubérculos, apressando a
maturacdo e aumentando a incidéncia de tubérculos graudos (Prezotti et
al., 1986). O P é componente vital de inimeras macromoléculas e também
parte integrante do metabolismo energético da fotossintese, respiracédo e
transporte transmembrana (Raghothama; 1999). O processo de aquisicdo
de P pela planta é dificultado em funcdo da sua concentragcao na solugcéo
do solo ser baixa (Hinsinger, 2001), além disso as plantas de batata
possuem sistema radicular reduzido em comparagdo com outras espécies
vegetais, outro fator limitante na absorcdo de Pi. Alternativamente a
aplicagdo de fertilizantes fosfatados, este obstaculo a producdo vegetal
pode ser vencido pelo desenvolvimento de plantas eficientes na absorcéo,
uso e resposta ao P.

Respostas fisiol6gicas da batata ao P: eficiéncia de uso e responsividade

Em vista da alta demanda de producgédo de batata muitos gendtipos
tém sido estudados quanto a produtividade e a qualidade de tubérculos
para processamento industrial (Bisognin et al., 2008). Diversas variaveis
condicionam o desempenho da planta de batata, dentre as manipulaveis
pelo homem, o manejo nutricional € um dos mais importantes
(Westermann; Davis, 1992). Bregagnoli et al. (2004) verificou que
cultivares de batata possuem respostas diferentes entre si para a absorcéo
de nutrientes, o que confere papel fundamental a obtencdo de matéria-
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prima de qualidade e alta produtividade, sendo as exigéncias nutricionais
variaveis conforme o estadio de desenvolvimento da batata.

A forma de P mais rapidamente absorvida pela planta é o fosfato
inorganico (Pi). Desta forma, o P organico existente no solo deve ser
hidrolisado para que possa ocorrer a absorcdo (Raghothama, 1999). A
importancia do P orgéanico do solo como uma fonte de P disponivel as
plantas depende, dessa forma, de sua taxa de solubilizacdo e da taxa de P
inorganico liberado. Nesse sentido, varios tipos de enzimas do tipo
fosfatases sdo capazes de aumentar a taxa de desfosforilagédo (hidroélise)
de P orgéanico no solo, liberando Pi as plantas (Yadav; Tarafdar, 2003) e
assim promovendo incremento na producéo de fitomassa.

Em se tratando do P, Gerloff (1976) considera que plantas
eficientes sdo aquelas que produzem maior quantidade de matéria seca
por unidade de P absorvido. Ja Féhse et al. (1988) definiram a eficiéncia
para P como sendo a habilidade de uma planta em produzir certa
porcentagem de sua producdo maxima com certo nivel de P no solo.

O comportamento diferenciado no uso e resposta ao P em sistema
de cultivo in vitro, o qual permite o controle rigoroso das condicbes
experimentais, parece ser uma alternativa viavel devido ao curto periodo
de tempo e ao pequeno espaco fisico exigido para o cultivo das plantas.
Entretanto, como nesse sistema as plantas sdo avaliadas apenas na sua
fase inicial do desenvolvimento vegetativo, sem que ocorra a tuberizacao,
torna-se necessaria a posterior verificagdo dos resultados em sistemas
experimentais de cultivo ex vitro, o qual permite a avaliagdo do
desempenho das respostas da planta através da tuberizagéo.

Metodologia

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (Departamento de Biologia) e no telado do Nucleo
de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas (Departamento de
Fitotecnia) pertencentes a Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
RS. Foram utilizados 13 clones de batata (SMIC148-A, Dakota Rose,
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SMINIA793101-3, SMIB106-7, SMIEO40-6RY, SMIF212-3, SMIF313-3 e
SMIG145-1, Solanum microdontum, SMID040-4RY, SMIG274-3, SMIJ319-
7 e SMIJ456-4Y) oriundos do Programa de Genética e Melhoramento de
Batata da Universidade Federal de Santa Maria. Para o experimento in
vitro, explantes caulinares de 1,0 cm foram inoculados em meio MS
(Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,1 g
L™" de mio inositol e 6 g L™ de agar,. Aplicaram-se as concentracdes de
10% (3,869 mg P L'l) e 100% (38,693 mg P L'l) da concentracéo padrédo
de P do meio MS. A unidade experimental constituiu-se em sete tubos de
ensaio, cada um contendo 10,0 mL de meio de cultivo e um explante, com
trés repeticdes, mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25
+[12<C, fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 35 pmol m
s™. As plantas foram coletadas para analise no momento em que 10% das
plantas por clone, de algum dos tratamentos de P, atingissem o topo do
tubo. Avaliaram-se a altura de planta, nimero de folhas, comprimento total
radicular (segundo o método de Tennant (1975)) e massa seca radicular e
de parte aérea.

No experimento ex vitro, plantas oriundas da propagacéo in vitro
em meio de cultivo MS foram aclimatizadas em bandejas plasticas
contendo areia como substrato por dezoito dias em casa de vegetacao e
apo6s foram transferidas para piscinas de cultivo hidropdnico em telado, no
periodo de safra e safrinha com duas doses de P (10 e 100% da
concentracdo padrdo de P da solu¢do nutritiva segundo Andriolo (2006), as
quais correspondem 4,64 e 46,46 mg L™). O delineamento experimental foi
o de blocos ao acaso com quatro repeticoes.

As plantas foram avaliadas ao fim do ciclo (90 dias na safrinha e
64 na safra), sendo avaliados massa fresca total e média de tubérculos e o
namero de tubérculos por planta.

Para a confeccdo dos graficos utilizou-se os dados da analise
multivariada de componentes principais (PCA) pelo programa Canoco 4.5.
Em funcdo dos experimentos terem sido realizados em diferentes
condicdes experimentais, para compara-los, realizou-se a transformacao
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dos dados através de ranqueamento para cada um dos experimentos,
dentro de cada variavel, em uma escala variando de 1 a 5. O valor médio
dos parametros avaliados corresponde a escala de nimero 2,5, sendo 1 o
namero correspondente ao menor valor do parametro avaliado e 5 0 maior
valor.

Resultados e discussoes

Observou-se formacdo de grupos em ambos os sistemas experimentais,
tanto na avaliacdo de eficiéncia de uso como na eficiéncia de resposta ao
P, onde se observou ampla variabilidade entre os genétipos. Na analise
referente a eficiéncia de uso em baixo P no sistema de cultivo in vitro
(Figura 1-A) verificaram-se trés grupos distintos, um agrupando genétipos
as variaveis relacionadas a parte aérea e outros dois ao sistema radicular.
Os gendtipos F e T mostraram-se destacadamente relacionados a massa
seca e comprimento de raizes. JA o genétipo L relacionou-se aos
parametros de parte aérea e de raizes. Os gendétipos C e D relacionaram-
se a parametros da parte aérea, tanto na eficiéncia de uso em cultivo in
vitro (altura de planta, massa seca da parte aérea e nimero de folhas)
como na eficiéncia de resposta ao P em cultivo ex vitro (massa média de
tubérculo e total de tubérculos por planta) (Figura 2-B). Aqueles gendtipos
(T e F) agrupados pela massa seca e o comprimento radicular em cultivo
in vitro ndo se relacionaram com nenhum grupo no cultivo ex vitro,
podendo ser considerados néo responsivos. Do ponto de vista agrondmico
esses dados tém um impacto direto na escolha do material a ser cultivado,
uma vez que tém se buscado plantas com alta resposta em producéo de
tubérculos. Interessantemente, a eficiéncia de uso do P em condi¢cBes de
baixo P em cultivo ex vitro (Figura 2-A) coloca os gendtipos F, M e D como
eficientes tanto para massa média como para massa total de tubérculos.
Ja os genotipos T e L, cultivados na safrinha, encontram-se no grupo de
eficiente no uso quanto ao numero de tubérculos, mas ndo se
relacionaram quanto a massa média e total de tubérculos.
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Figura 1 — Eficiéncia de uso e resposta de batata ao P em sistema de propagacgéo
in vitro (AIB) em baixo P (A) e resposta a P (B). Siglas: C (SMIC148-A), D (Dakota
Rose), E (Solanum microdontum), F (SMINIA793101-3), J (SMIB106-7), K
(SMID040-4RY), L (SMIE040-6RY), M (SMIF212-3), N (SMIF313-3), O (SMIG145-
1), Q (SMIG274-3), S (SMIJ319-7), T (SMIJ456-4Y), resp (resposta), alt (altura de
parte aérea), compr (comprimento radicular), nfolh (nGmero de folhas), mspa
(massa seca de parte aérea) e msr (massa seca radicular).
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Figura 2 — Eficiéncia de uso e resposta de batata ao P em sistema de propagacgéo
ex vitro (AIB) Eficiéncia de uso em baixo P (C) e resposta a P (D). Siglas: C
(SMIC148-A), D (Dakota Rose), E (Solanum microdontum), F (SMINIA793101-3), J
(SMIB106-7), K (SMID040-4RY), L (SMIE040-6RY), M (SMIF212-3), N (SMIF313-
3), O (SMIG145-1), Q (SMIG274-3), S (SMIJ319-7), T (SMIJ456-4Y), resp
(resposta), ntub (nimero de tubérculos por planta), pesomtub e pmt (peso médio
de tubérculo por planta), pesottub e ptt (peso total de tubérculos por planta), s
(safrinha), clones ndoacompanhados de s foram cultivados no periodo de safra.
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Entretanto, o genodtipo L quando cultivado no periodo de safra
apresentou relacdo com a massa média de tubérculo, porém néo relacdo
com a massa total de tubérculos. Estes resultados sugerem que a
eficiéncia de uso do P, através do comprimento radicular do cultivo in vitro,
esta muito mais relacionada a eficiéncia de uso de P em cultivo ex vitro do
que com a resposta ao P, enquanto que a eficiéncia em baixo P in vitro
expressa em producdo aérea tem alta relagdo com resposta ao P em
producéo de tubérculos graidos.

Notavelmente quatro dos oito genétipos ndo agrupados em relacdo
a resposta ao P na figura 2-D, sendo estes M, O, K, N, considerados nao
responsivos, também ndo estdo relacionados a nenhum grupo na
avaliacdo de eficiéncia de uso em baixo P no cultivo in vitro (figura 1-A).
Sugerindo assim uma relacdo entre baixa eficiéncia de uso no cultivo in
vitro e ndo responsividade ex vitro. Em relagdo a eficiéncia de uso em
baixo P ex vitro somente um dos genétipos (M) anteriormente citados,
apresenta alta produtividade em massa média e total de tubérculos.

As diferencas entre resposta ao P entre cultivos in vitro e ex vitro
sugerem que nem todo investimento em das plantulas em fitomassa
resulta em producéo de tubérculos por plantas adultas.

Concluséo

Verificou-se diferenga no comportamento entre os genotipos de
batata para eficiéncia de uso e resposta de P sob cultivo in vitro e ex vitro.
A producdo de massa seca juntamente com numero de folhas, altura e
comprimento radicular foi fundamental para elencar tais diferencas.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar combinagfes das citocininas 6-
Benzilaminopurina (BAP) e cinetina (CIN) na multiplicacéo in vitro de epicétilos de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos. Foram testados os
tratamentos: T1- testemunha (sem citocininas); T2- 1,25 uM + 1,25 pM; T3- 1,25
UM + 25 pM ; T4- 2,5 uM + 1,25 pM; e T5- 2,5 pM + 2,5 uM, de BAP e CIN
respectivamente. Foi utilizado o meio nutritivo WPM cujas concentracdes de sais
foram reduzidas a metade. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 10 repeti¢cdes de trés epicétilos cada. Apds 30 dias
de cultivo avaliaram-se: formacgé&o de calos na base dos explantes, nimero de nos
e altura da parte aérea (cm). Nao houve efeito significativo para a formacédo de
calos e nem para a altura da parte aérea, observando-se elevada calogénese e
satisfatorio desenvolvimento da parte aérea, independente da presenca das
citocininas. Os tratamentos testemunha, T2, T3 e T4 foram aqueles que
apresentaram o maior nimero de nos. Entretanto, T5 ndo diferiu de T3 e T4. A
auséncia ou concentrac8es totais de citocinina < 2,5 uM favorecem a formacéo de
nés e nao afetam a altura da parte aérea ou a calogénese em epicotilos de H.
chrysotrichus.

Palavras-chave : Cultura de tecidos. Citocininas. Meio WPM.
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Introducao

Em virtude da demanda crescente de mudas de espécies florestais
e da busca constante de melhor produtividade dos povoamentos
selecionados, a qualidade das mudas e a eficiéncia das técnicas de
propagacao utilizadas tém sido abordadas em varios trabalhos de pesquisa
no Brasil. No caso de algumas espécies, ja existem conhecimentos
cientificos e experiéncias suficientes para viabilizar uma producédo de
mudas bem sucedida. No entanto, as informacdes técnicas disponiveis
para a producdo de mudas de espécies nativas sao escassas, 0 que limita
0 progresso de sua silvicultura, mas representa, por outro lado, muitas
oportunidades de pesquisa. Essas espécies possuem uma enorme
diversidade genética, potencial que pode servir como fonte para a
obtencdo de mudas com as caracteristicas desejaveis a producéo florestal.
Associadas a isso, técnicas de biotecnologia florestal, como a cultura de
tecidos, principalmente por meio da micropropagacao, podem viabilizar a
obtencdo de matérias-primas de maior qualidade.

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos é uma
espécie da familia Bignoniaceae, nativa do Brasil, conhecida popularmente
como ipé-amarelo, pau-d’'arco-amarelo, ipé-amarelo-cascudo, entre outros
(Lorenzi, 2002). Pode ser encontrada desde a latitude de 330’ S, no Ceara
até 30° S, no Rio Grande do Sul. E uma espécie bastante usada no
paisagismo devido a sua floracdo e por ndo atingir porte muito elevado.
Sua madeira é usada comercialmente na fabricagdo de tacos, rodapés,
assoalhos e também externamente, como postes. Seu fruto é uma cépsula
deiscente, medindo de 11 a 38 cm de comprimento. Suas sementes sdo
pequenas, medindo de 6 a 9 mm de comprimento. e apresentam baixa
viabilidade, o que se torna um fator limitante na dispersdo natural da
espécie, bem como sua utilizacdo em viveiros para reflorestamento e
comércio de mudas (Souza et al.,, 2005). Uma das possibilidades para
obter um nimero maior de mudas de ipé-amarelo consiste no emprego da
micropropagacao, a técnica da cultura de tecidos empregada no presente
estudo.
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Os meios nutritivos utilizados na micropropagacdo de plantas
fornecem as substéncias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. Na
maioria dos casos 0s meios nutritivos mais usados sdo o MS (Murashige e
Skoog, 1962) e o WPM - Wood Plant Medium (LIoyd e McCown, 1980). A
escolha entre um e outro vai depender das exigéncias de cada espécie. A
adicdo de reguladores de crescimento ao meio nutritivo tem como objetivo
suprir as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
explantes que foram isolados da planta matriz, bem como estimular o
alongamento ou a multiplicacdo da parte aérea (Caldas et al., 1998). A
adicdo de citocininas ao meio nutritivo € favoravel, ou até necessaria,
sendo que a definicdo do tipo e da concentracdo 6tima de citocinina para a
multiplicagdo constitui um passo importante. Experimentos testando
diversas combinacdes de citocinina associadas ou ndo a outros
fitorreguladores sdo muito comuns para o ajuste dos meios nutritivos para
a fase de multiplicacdo em uma determinada espécie.

A suplementacdo de combinacdes de citocininas e auxinas nos
meios nutritivos tem apresentado respostas variadas na inducdo e
formacéo de gemas adventicias em explantes in vitro. BAP tem sido muito
eficaz para promover multiplicagdo em diversas espécies e parece ser a
citocinina por exceléncia para multiplicacdo de partes aéreas e inducéo de
gemas adventicias, além de ser a mais barata de todas (Hasegawa, 1980;
Hu e Wang, 1983; Zaerr e Mapes, 1985). Diferentes concentracdes de
BAP e CIN combinadas ou ndo com ANA foram avaliadas quanto a
resposta organogénica in vitro de segmentos de epicétilo de laranja-azeda
(Citrus aurantium L.). A suplementacdo de BAP em combinacdo ou néo
com ANA mostrou-se favoravel a obtencéo de explantes responsivos nesta
espécie. Entretanto, 1 mg L* (4,6 uM) de CIN e 3 mg Lt (13,9 uM) de CIN,
combinados com 0,3 mg L™ (1,6 uM) de ANA, ndo demonstraram inducéo
de organogénese (Silva et al., 2008). Apices caulinares de ddlico
(Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.) foram induzidos a organogénese
pela adicdo de BAP, isolado ou em combinagcdo com outras citocininas
(Shamsudeen Varisai et al., 1999 apud Rocha et al., 2007). Nesta espécie,
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maiores nameros de brotos multiplos foram desenvolvidos a partir de nos
cotiledonares em meio MS contendo BAP combinado com CIN ou 2iP.
Além disso, os brotos multiplos desenvolvidos com uma combinacao de
BAP (4,4 pM) e 2iP (14,7 uM) desenvolveram-se mais rapido do que
agueles cultivados apenas em presenca de BAP (4,4 uM).

Com Handroanthus chrysotrichus existem poucos estudos e,
aqueles relacionados as técnicas de propagacao vegetativa sdo, ainda,
incipientes. Considerando que a espécie apresenta alto valor ecolégico,
econdmico e paisagistico torna-se fundamental realizacéo de estudos que
possibilitem tanto a conservacdo da espécie quanto a propagagdo em
larga escala de mudas de alta qualidade genética, fisiolégica e sanitaria.
Nesse contexto, este trabalho objetivou avaliar o efeito da combinacéo de
citocininas na emisséo de brotacdes adventicias na multiplicacéo in vitro
de Handroanthus chrysotrichus.

Metodologia

O estudo foi realizado no Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento
do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria,
RS. As sementes foram obtidas da Arbocenter Comércio de Sementes
LTDA, Birigui, SP. Previamente ao inicio do cultivo in vitro, as sementes
foram submetidas a uma pré-assepsia com o fungicida Captan® (grupo
quimico dicarboximida) sendo acondicionadas em recipiente contendo 0,5
mg do produto por um periodo de 24 horas. Em seguida, na camara de
fluxo laminar, as sementes tiveram suas superficie externas desinfestadas
por meio da imersdo em solugéo de etanol a 70% (v/v) por 30 segundos,
em hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2% (v/v) por 15 minutos e, por ultimo,
foram enxaguadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

O pH dos meios nutritivos usados na germinacao in vitro das
sementes e na fase de multiplicacdo dos explantes foi ajustado para 5,8
antes da inclusdo do agar e, posteriormente, o meio nutritivo foi
autoclavado a 120°C e 1 atm de presséao por 15 minutos. Os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo sob
temperatura de 25+3 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 20
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pmol m=2 s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias do tipo luz
do dia.

Visando a germinacgédo in vitro, foram inoculadas cinco sementes
por frasco de vidro com capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio
nutritivo WPM cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (WPM/2)
(Lloyd e McCown, 1980). Decorridos 30 dias de cultivo, quando a maioria
das sementes ja havia germinado, os explantes (epic6tilos contendo duas
gemas axilares) foram isolados e utilizados no ensaio de multiplicagcéo in
vitro. Neste, os tratamentos consistiram das seguintes combinac¢des das
citocininas 6-Benzilaminopurina (BAP) e Cinetina (CIN): T1: testemunha
(sem citocininas); T2: 1,25 uM BAP + 1,25 uM CIN; T3: 1,25 uM BAP + 2,5
UM CIN; T4: 2,5 uM BAP + 1,25 uM CIN; e T5: 2,5 puM BAP + 2,5 uM CIN;
totalizando cinco tratamentos. Foi utilizado o meio nutritvo WPM/2
acrescido de 0,5 pM ANA, 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol
e 7 g L' de agar. As unidades experimentais foram constituidas por um
frasco de vidro de 150 ml contendo 30 ml de meio nutritivo e trés epicétilos
cada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 10 repeticBes por tratamento. As avaliagdes foram realizadas apés 30
dias de cultivo in vitro. Foram analisadas as seguintes variaveis:
porcentagem de formacgédo de calos na base dos explantes, nimero de nos
e altura da parte aérea (cm).

ApOs testar a normalidade dos erros por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Bartlett, as variaveis foram transformadas, sempre que necessario, pela

funcdo V x+05 , sendo x o valor observado. Foram realizadas analises de
variancia e, quando o valor de F foi significativo, foi utilizado, para a
comparacao das médias o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Utilizou-se o programa SISVAR (Sistema para Analise de
Variancia) para Windows®, versdo 4.0 (Ferreira, 2000). A precisdo do
experimento foi medida através da acuracia seletiva (AS), calculada por
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V1-1/Fcal , sendo apresentados os dados apenas para os fatores com
efeitos significativos. Os resultados apresentados sdo as médias originais
obtidas.

Resultados e discussdes

Para a formacdo de calos os tratamentos testados néo diferiram
estatisticamente entre si (p=0,1775), sendo observada uma média geral
elevada de 82,52%. Esse resultado indica que independentemente da
presenca de citocininas ocorre formacgéo de calos na base dos epicétilos.

Para o nimero de nos por explante houve efeito (p=0,0003) dos
tratamentos (Tabela 1), o que sugere que as diferentes concentracdes das
combinacdes de citocininas testadas induzem diferentes respostas nos
explantes. Os tratamentos testemunha (T1), que ndo continha citocininas,
além de T2, T3 e T4 (que apresentavam concentracdes totais de
citocininas 2,5; 3,75; e 3,75 UM respectivamente) foram aqueles que
apresentaram o maior nimero de nés por explante. Isso demonstra que
ndo ha necessidade de adicionar citocininas no meio nutritivo para
estimular a formagdo de nods. Essa hipotese é reforcada pelos resultados
obtidos no tratamento T5, o de maior concentracao das duas citocininas
combinadas (5 uM), e que apresentou a menor média de nimero de nos.
Entretanto, T5 nédo diferiu de T3 e T4, os quais somavam 3,75 uM de
citocininas. Assim, a auséncia ou concentra¢@es totais de citocinina iguais
ou inferiores a 2,5 UM favoreceram a formacéo de nos. Esses resultados
diferem dos obtidos em segmentos nodais de canjerana (Cabralea
canjerana (Vell.) Mart.), cultivados em meio nutritivo MS, em que as
maiores porcentagens de explantes com brotos (25 a 27%) ocorreram na
presenca de BAP isolado (a 2,5 uM) ou combinado com 2iP (2,5 uM BAP +
2,5 UM 2iP), o que permitiu a obtencdo de 25 a 27% de explantes com
brotacbes adventicias (Rocha et al., 2007). Igualmente, 0 maior nimero
médio de brotos por explante (1,63) foi formado quando estas duas
citocininas estavam presentes. No entanto, as taxas de multiplicacdo de
brotos foram relativamente baixas (menores que 2) em comparagao
aquelas obtidas em outras espécies na presenca de citocininas.
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Tabela 1 - Numero de nds em epicotilos de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos cultivados em meio nutritvo WPM com a
concentracdo de sais reduzida a metade (WPM/2) acrescido de 0,5 uM
ANA e de diferentes combinacdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) e
Cinetina (CIN). Santa Maria, 2011.

Tratamento N° de nés

T1 - Testemunha (sem citocininas) 1,67 a*
T2-1,25 uM BAP + 1,25 uM CIN 1,37 a
T3-1,25 uM BAP + 2,5 uM CIN 1,27 a b
T4-2,5uM BAP + 1,25 uM CIN 1,27 a b
T5-2,5uM BAP + 2,5 uM CIN 0,79 b
Média Geral 1,27

AS 0,92

* médias seguidas de letras diferentes mindsculas na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado.

** Acuracia Seletiva (AS) = ,/1-(1/ Fc) , onde Fc= valor de F calculado. Se

AS 20,9 = muito alta; se AS entre 0,7 e 0,9 = alta; se AS entre 0,5 e 0,7 =
moderada e se < 0,5 = baixa.

BAP isolado ou em combinagcdo com outras citocininas induziu a
organogénese em apices caulinares de délico (Macrotyloma uniflorum)
(Shamsudeen Varisai et al., 1999). Nesta espécie, maiores nameros de
brotos multiplos foram desenvolvidos a partir de nds cotiledonares em
meio nutritivo MS contendo BAP combinado com CIN ou 2iP. Além disso,
0s brotos multiplos desenvolvidos com uma combinacéo de BAP (4,4 uM)
e 2iP (14,7 uM) desenvolveram-se mais rapido que aqueles cultivados na
presenca de apenas BAP (4,4 uM). Para imbuia (Ocotea porosa (Ness ex
Martius) Liberato Barroso), cultivada em meio nutritivo MS suplementado
com BAP e CIN, foi observado que, no cultivo inicial, a taxa de
multiplicacdo aumentou até a combinacéo de concentracbes 5 uM de BAP
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e 5 uM de CIN, sendo obtidas 2,3 brotacBes por explante. Quando BAP foi
testado isolado, a taxa média de multiplicacdo foi maior (5,3) do que
quando combinado com CIN (Pelegrini, 2008).

Da mesma maneira queocorreu para a formacéo de calos, para a
altura da parte aérea (cm), ndo houve efeito dos tratamentos testados
(p=0,1790), sendo observada uma média geral de 1,87 cm, considerada
adequada para as fases subsequentes da cultura de tecidos.

Concluséo

A utilizacdo de combinacdes de BAP e CIN nas concentracdes de
1,25 a 2,5 uM ndo promove a emissdo de brotacdes adventicias em
Handroanthus chrysotrichus e promove menor nimero de ndés nos
explantes quando comparada a ndo utilizacdo de citocininas.
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Resumo

O cultivo da batata-doce é muito difundido, especialmente na regido de
Sao Vicente do Sul (RS), onde hd uma grande demanda por mudas para 0s
produtores rurais da regido. Assim, o presente trabalho teve como intuito
comparar a taxa de propagacgdo entre seis cultivares de batata-doce (Abdbora,
Catarina, Biaze, Da Costa, Americana e Morada Inta), ao longo de oito semanas
de cultivo in vitro. Segmentos nodais de plantas matrizes foram cultivados em
meio Murashige e Skoog, durante oito semanas. As cultivares Catarina, Biaze e
Abdébora apresentaram maior potencial para a producao de mudas in vitro em
relagdo a Da Costa, Americana e Morada Inta. Nas cultivares Abébora e Da costa,
uma maior producdo de mudas € obtida apds oito semanas de cultivo. Nas
cultivares Catarina, Biaze, Americana e Morada Inta, ndo ha um incremento
significativo na taxa de propagacédo de mudas a partir da quinta semana de cultivo.
As plantas mudas produzidas in vitro apresentam uma elevada taxa de
sobrevivéncia durante a aclimatizacéo.

Palavras-chave : Producdo de mudas. Micropropagacdo. Convolvulaceae.
Morfogénese.

Introducéo

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) LAM) é uma planta herbacea
originaria das Américas Central e do Sul. E considerada uma hortalica de
grande importancia econémica, sendo utilizada para comercializacao in
natura, para processamento em agroindustria e/ou producdo de
biocombustivel. Com relacdo ao valor nutricional, a batata-doce é uma
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excelente fonte de energia na forma de amido, contém varios minerais,
como potassio e vitaminas, especialmente as do grupo A e do complexo B.
Os tubérculos apresentam em média 6% de proteina bruta por peso seco,
as quais apresentam elevada qualidade Martins et al. (1999).

A batata-doce apresenta um grande namero de cultivares, as quais
se diferenciam principalmente pelo tamanho, cor das folhas bem como
pelo comprimento e espessura das ramas. Os tubérculos podem variar em
relacdo a posicdo na planta, cor da casca, cor da polpa e formato. A
propagacao das cultivares é feita através dos ramos e raizes, o que facilita
a proliferacdo de doencas que favorecem a depreciacdo dos tubérculos.
Diante disso, as técnicas de cultivo de meristemas e micropropagacao
vém sendo muito utilizadas para a producéo, em larga escala, de plantas
matrizes de batata-doce com alta qualidade sanidade, conforme Castro e
Andrade (1995). A multiplicacdo das plantas in vitro é influenciada pelas
exigéncias nutricionais requeridas pelos tecidos vegetais submetidos as
condig¢des in vitro, os quais variam de acordo com o genoétipo, conforme
Maldaner et al. (2007); Flores et al. (2010). Apesar de tanta variabilidade
genotipica, ainda ha poucos estudos relacionados as diferencas
observadas entre cultivares de batata-doce durante o cultivo in vitro Castro
e Andrade, (1995). Em geral, o cultivo da batata-doce pode ser conduzido
em meio nutritivo isento de fitorreguladores, contudo dependendo da
cultivar, pode haver a necessidade de adicdo de fitorreguladores e/ou
outros suplementos a fim de favorecer a formacao de segmentos nodais,
segundo Castro e Andrade (1995).

A cultura da batata-doce é muito difundida, especialmente na
regido de S&o Vicente do Sul, o que justifica a necessidade de producgéo
de mudas de qualidade, de diferentes cultivares, para os produtores rurais
da regido. Assim, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de
avaliar e comparar a taxa de propagacdo entre seis cultivares de batata-
doce cultivadas no municipio de Sao Vicente do Sul, ao longo de oito
semanas de cultivo in vitro.
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Metodologia

Como material vegetal foram utilizadas plantas matrizes de seis
cultivares de batata-doce (Abdbora, Catarina, Biaze, Da Costa, Americana
e Morada Inta). Os segmentos nodais, com cerca de 1 cm, foram
cultivados em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 30 gL'1
de sacarose, 100 mgL™" de mio-inositol e 7 gL de agar, sendo o pH
ajustado para 5,8. O material foi mantido em sala de crescimento sob
temperatura de 25+2<C, fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade
luminosa de cerca de 40 ymol ms™. Tendo em vista uma maior producéo
de mudas em relacdo ao tempo de permanéncia in vitro, as cultivares
foram avaliadas semanalmente, ao longo de oito semanas de cultivo,
mediante o nUmero médio de segmentos produzido por planta.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com seis
repeticdes, sendo cada repeticdo formada por cinco plantas. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e analisados pelo teste de Tukey
em nivel de 1% de probabilidade de erro.

Resultados e discussoes

Todas as cultivares estudadas regeneraram brotacées e raizes em
meio MS, sendo que a taxa de propagacdo (avaliada através da
regeneracdo de segmentos nodais) variou de acordo com a cultivar
estudada e com o periodo de tempo de cultivo (Tabela 1). Em geral, a
multiplicacdo das plantas in vitro é influenciada por varios fatores,
destacando-se o efeito da cultivar estudada, segundo Flores et al. (2010).

ApOs quatro semanas de cultivo, as cultivares Catarina (7,3
segmentos nodais) e Biaze (5,9 segmentos nodais) regeneraram um
ndamero superior a cinco segmentos nodais, 0 que representa uma boa
taxa de multiplicacdo. J& as demais cultivares estudadas demonstraram
um menor potencial organogénico, uma vez que um ndmero inferior a
quatro segmentos nodais foi regenerado por planta. Nas semanas
subsequentes, houve um incremento no nimero médio de segmentos
nodais em todas as cultivares estudadas. Nas cultivares Abdbora e Da
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costa, a taxa de propagacdo das plantas aumentou significativamente ao
longo do periodo de cultivo in vitro (Tabela 1). Este resultado indica que
uma boa producdo de mudas dessas cultivares podera ser obtida se as
plantas forem mantidas no mesmo meio durante oito semanas, reduzindo
assim os custos com os subcultivos mensais e 0 manuseio da cultura. Ao
final de oito semanas, a cultivar Abébora apresentou um maior nimero de
segmentos nodais por planta (5,2) em relacdo a Da Costa (3,5) (Tabela 1).
Por outro lado, nas cultivares Catarina, Biaze, Americana e Morada Inta,
nao foi observado um incremento significativo na taxa de propagacédo de
mudas a partir da quinta semana de cultivo (Tabela 1).

Tabela 1 — NUmero médio de segmentos nodais em plantas de seis
cultivares de batata-doce, cultivadas em meio MS, durante 8 semanas de
cultivo in vitro.

Semanas de cultivo in vitro

Cultivar 1 2 3 I8 5 6 7 g

Abdbora  08abD  11bD  19bCD  29hBC 37cABC 4.1bAB 45hAB 5.20cA
Cataina ~ 15aD 31aDC 50aBC 73aAB 82aA  86aA B88aA 92aA
Biaze 13bD 21abCD 40aBC 59aAB 66abA 69aA 75aA T7.8abA
DaCosta 07abC 09hC  14bBC 19bABC 27cAB  28hAB 29bAB 35cA
Americana  10abC  13bC  21bBC 31bAB 43cAas 41bA 46DA 46DbA
Morada  02bC 09bBC 16bAB  24bAB  25cAB  29bA 32bA 34cA
Inta

* Médias seguidas de mesma letra minUscula ndo diferem entre si em
relagdo as cultivares e mailsculas quanto as semanas de cultivo, pelo
Teste de Tukey, em nivel de 1% de probabilidade de erro.

Todas as cultivares produziram plantas completas com brotacdes
alongadas, sistema radicular bem desenvolvido e morfologia normal
(Figura 1). Independente do tempo de cultivo, as maiores taxas de
propagacao in vitro foram registradas nas cultivares Catarina e Biaze
(Tabela 1). Por outro lado, as cultivares Da Costa, Americana e Morada
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e

Inta apresentaram uma menor producdo de segmentos nodais (Tabela 1),
indicando a necessidade de estudos subseqlientes no sentido de favorecer
a producdo de mudas in vitro. Castro e Andrade (1995) também
constataram que a regeneracdo de plantas de batata-doce é dependente
da cultivar estudada, sendo necessario testar diferentes composicfes de
meio nutritivo no sentido de otimizar a producdo de mudas nas diferentes
cultivares.

Figura 1 — Plantas de batata-doce in vitro. Cultivar Abdbora (1), Catarina
(2), Biaze (3), Da Costa (4), Americana (5) e Morada Inta (6).

Em geral, as plantas produzidas in vitro apresentaram uma
elevada taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizacédo; exceto na cultivar
Americana, onde 83,3% das mudas sobreviveram apés 30 dias do
transplantio, nas demais cultivares todas as plantas sobreviveram e
apresentaram crescimento e desenvolvimento normais.

Concluséao

A taxa de propagacao de batata-doce varia de acordo com a
cultivar e com o periodo de tempo de cultivo. Observou-se durante as
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avaliagbes que as cultivares de batata-doce Catarina, Biaze e Abdbora
apresentam maior potencial para a producédo de mudas in vitro em relacéo
a Da Costa, Americana e Morada Inta. No entanto as cultivares Abobora e
Da Costa, apresentaram uma maior producdo de mudas obtidas apds oito
semanas de cultivo. J& as cultivares Catarina, Biaze, Americana e Morada
Inta, ndo ha um incremento significativo na taxa de propagacgéo de mudas
a partir da quinta semana de cultivo. As plantas mudas produzidas in vitro
apresentam uma elevada taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizacéo.
Conclui-se assim que durante as oito semanas de cultivo in vitro, foi
possivel avaliar e comparar as cultivares que tiveram melhor potencial
para a producdo de mudas com qualidade. Através desta avaliacdo e
comparacao entre as cultivares foi possivel favorecer aos produdores de
batata-doce da regido, as que melhor apresentaram potencial
organogénico.
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Resumo

Pretendeu-se com o presente estudo avaliar o enraizamento e a
aclimatizagdo in vitro de microestacas alongadas de genétipos de Eucalyptus
dunnii Maiden. No primeiro ensaio, segmentos nodais de quatro gendtipos de E.
dunni foram cultivados em meio nutritivo MS, cuja concentracdo de sais foi
reduzida a metade (%2 MS), sendo testadas diferentes concentragdes de Acido
indol-3-butirico (AIB) (0; 2,46; 4,92; 9,84 e 19,70 uM) adicionadas ao meio
nutritivo. No segundo ensaio, realizou-se tratamento pulso mediante imerséo
lenta, por 24 horas, da base de segmentos nodais de trés gendtipos em cinco
concentracdes de AIB (0; 2,46; 4,92; 9,84 e 19,70 uM) e, apos, cultivo em meio
nutritivo WPM liquido, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade ( %2 WPM),
acrescido de vermiculita. Apds o cultivo, as microestacas enraizadas foram
aclimatizadas in vitro. Ndo foi observada rizogénese em nenhuma microestaca
quando se adicionou AIB ao meio nutritivo. Observou-se formacdo de raiz
somente em trés microestacas, de dois genotipos, submetidas a tratamento pulso
com AIB. O emprego de vermiculita associado a meio nutritivo Y2WPM liquido,
apo6s tratamento pulso com AIB, apresenta potencialidade como substrato para o
enraizamento de microestacas de Eucalyptus dunnii. Depois de enraizadas, as
microestacas atingem um satisfatério desenvolvimento na aclimatizacao.
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Palavras-chave : Acido 3-indol butirico. Vermiculita. Meio nutritivo liquido. Cultura
de tecidos.

Introducao

Em geral, as espécies resistentes ao frio, como é o caso de
Eucalyptus dunnii Maiden, apresentam maior recalcitrdncia ao
enraizamento se comparadas a outras espécies como Eucalyptus grandis
Hill ex Maiden, Eucalyptus saligna Smith, Eucalyptus urophilla S.T. Blake,
entre outras. (Alfenas, 2004; Assis; Mafia, 2007; De Klerk et al., 1995). O
uso de reguladores de crescimento, especialmente auxinas, e a utilizacdo
de meios nutritivos adequados podem auxiliar a superar este problema.

A rizogénese pode ser dividida em trés fases: inducéo, iniciacao e
alongamento das raizes. As duas primeiras dependem da adicdo de
auxina no meio nutritivo, enquanto que a terceira prescinde dessa classe
de fitorreguladores, que, geralmente, inibe o alongamento das raizes
(GEORGE, 1996). As auxinas mais utilizadas em meios nutritivos para
formac&o de raizes sdo Acido Indol-3-Butirico (AIB) e Acido alfa-Naftaleno
Acético - ANA (Bertazza et al., 1995; George, 1996). AIB tem sido bastante
utilizado por ndo causar fitotoxicidade aos explantes e ser eficiente no
enraizamento de muitas espécies, principalmente naquelas do género
Eucalyptus (Hartmann et al., 2002). As concentra¢cfes mais frequentes de
emprego desta auxina estdo entre 0,1 e 1,0 mg L, gue correspondem a
0,49 a 4,92 uM respectivamente (George, 1996).

Diluicbes a Y2, ¥4 e Y4 da composicdo original dos sais do meio
nutritivo MS (Murashige; Skoog, 1962) sao frequentemente utilizadas,
assim como também o emprego do meio nutritivo “Wood Palnt Medium” -
WPM (Lloyd; Mccown, 1981). Este meio nutritivo é utilizado para a inducdo
de raizes por apresentar concentracdes reduzidas de sais, tendo sido
eficiente no enraizamento de varias espécies lenhosas (Chalupa, 1987).

Pretendeu-se com o presente estudo avaliar o enraizamento e a
aclimatizacdo in vitro de microestacas alongadas de genoétipos de
Eucalyptus dunnii. .
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Metodologia
Material vegetal

O material genético utilizado no presente estudo foi coletado em
areas da empresa StoraEnso, localizadas no municipio de Rosario do Sul -
RS, em povoamentos comerciais de Eucalyptus dunnii de cerca de trés
anos de idade, originados de plantios de sementes.

Decorridos 60 dias do abate das arvores, previamente
selecionadas com bhoas caracteristicas silviculturais, foram coletadas as
brotagbes. As coletas ocorreram nas primeiras horas da manhd e as
brotacbes foram acondicionadas em frascos de vidro contendo agua
destilada, autoclavada e acrescida de acido ascorbico a 1% (p/v) para
minimizar o efeito da oxidac&o fendlica. Os frascos contendo as brotacdes
foram colocados em caixa de isopor contendo gelo e transportados até o
Laboratério. A desinfestacdo das brotacbes foi efetuada em capela de
fluxo laminar, e os explantes (microestacas) isolados foram inoculados em
frascos contendo 30 ml do meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962).

Apos 30 dias de cultivo in vitro, os segmentos nodais estabelecidos
foram transferidos para a fase de multiplicacéo, que teve a duragédo de 30
dias. Transcorrido esse periodo, as gemas axilares multiplicadas foram
alongadas (periodo de 30 dias) até atingirem um padréo adequado para o
enraizamento (microestacas individualizadas com comprimento médio de
2,0a 3,0 cm).

As condicbes de cultivo das fases de estabelecimento,
multiplicagdo, alongamento, enraizamento e aclimatizacdo in vitro
consistiram de temperatura de 25°C+2°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 20 umol m?® st fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias tipo luz do dia, durante todo o periodo de

execucao dos ensaios a seguir descritos.
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Efeito de AIB no enraizamento in vitro de microestacas de Eucalyptus
dunnii em meio nutritivo %2 MS

Microestacas alongadas in vitro, obtidas conforme descrito
anteriormente, foram preparadas e inoculadas, sob condicdes assépticas,
em frascos com capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio nutritivo
¥.MS (Murashige; Skoog, 1962). Ao meio nutritivo MS foram adicionados 6
g L™ de agar, 30 g L™ de sacarose, 50 mg L™ de mio-inositol, 1 g L™ de
carvdo ativado e AIB, conforme o tratamento, descrito na sequéncia. O
meio nutritivo foi preparado utilizando-se agua deionizada e o pH foi
ajustado para 5,8, antes da autoclavagem e da adicdo do agar. Na
sequéncia, os frascos foram vedados com papel aluminio e autoclavados a
121<C (1,5 kgf cm '2) por 20 minutos.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, utilizando-se um esquema bifatorial 4 x 5, em que os niveis
do fator “A” referiram-se aos diferentes genétipos e os niveis do fator “B”,
as concentracfes de AIB avaliadas (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg Lt - 0; 2,46;
4,92; 9,84 e 19,70 uM). Foram usadas cinco repeticdes, cada uma
composta por um frasco contendo trés explantes, totalizando 100 unidades
experimentais e 300 microestacas introduzidas in vitro. Trinta dias apds a
inoculacéo dos explantes no meio nutritivo, foram avaliados a porcentagem
de microestacas com raizes e o comprimento (mm) dessas raizes.

Efeito do tratamento pulso com AIB no enraizamento in vitro de Eucalyptus
dunnii em meio nutritivo ¥2 WPM

Microestacas de maior tamanho, alongadas in vitro, obtidas
conforme descrito anteriormente foram selecionadas e sua extremidade
basal, cortada em bisel duplo. As brotagbes foram submetidas ao
tratamento de imersdo lenta da base (0,5 cm) em solucdes de AIB,
conforme o tratamento, apresentado na sequéncia, e dissolvidas com
solucao de Hidréxido de Sddio - NaOH 0,1N por 24 horas. ApGs a imersao
em AIB, as microestacas foram inoculadas, sob condi¢cdes assépticas, em
frascos com capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de vermiculita e 20
ml de meio nutritivo ¥2 WPM (Lloyd; Mccown, 1981) liquido. Ao meio
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nutritivo ¥2 WPM (Lloyd; Mccown, 1981) foram adicionados 20 g L™ de
sacarose e 50 mg L* de mio-inositol. O meio nutritivo foi preparado
utilizando-se agua deionizada e o pH foi ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem e da adicdo do agar. Na sequéncia, os frascos foram
vedados com papel aluminio e autoclavados a 121C (1,5 kgf cm'z)
durante 20 minutos.

O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se um esquema bifatorial 3 x 5, em que os niveis do fator “A”
referiram-se aos diferentes genotipos e os niveis do fator “B”, as
concentracdes de AIB avaliadas (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L™ — 0; 2,46;
4,92; 9,84 e 19,70 pM). Foram usadas cinco repeticdes, cada uma
composta por um frasco contendo dois explantes, totalizando 75 unidades
experimentais e 150 microestacas introduzidas in vitro. Trinta dias apés a
inoculacdo dos explantes foram avaliados a porcentagem de explantes
com raizes e o comprimento (mm) dessas raizes.

Andlises estatisticas

Em decorréncia do numero reduzido de explantes que
responderam a inducdo ao enraizamento in vitro, ndo foram efetuadas
andlises estatisticas, sendo apenas descritos os resultados observados.

Aclimatizacao in vitro das microestacas de Eucalyptus dunnii

ApOs a avaliacdo do enraizamento, as microestacas enraizadas
foram submetidas a aclimatizacdo em copos plasticos contendo
vermiculita, substrato Plantmax® e casca de arroz carbonizada, em iguais
proporcdes. Os copos plasticos foram fechados com filme plastico e
perfurados, na base, para a drenagem da agua excedente. Os copos
plasticos permaneceram na sala de cultivo cujas condicbes foram
descritas anteriormente, durante todo o periodo de avaliagao. A cada dois
dias, os copos foram abertos e realizou-se a irrigacdo somente com agua
corrente.

Quinze dias apés o inicio da aclimatizacéo in vitro, procedeu-se a
avaliacao da sobrevivéncia das microestacas enraizadas.
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Resultados e discussdes

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotacbes alongadas de
Eucalyptus dunnii em meio nutritivo ¥2 MS

Ndo houve formacdo de raizes em nenhum dos tratamentos
avaliados.

Efeito do tratamento pulso com AIB no enraizamento in vitro de Eucalyptus
dunnii
A utilizacdo de tratamento pulso com AIB e a subsequente

inoculacdo das microestacas em frascos contendo meio nutritivo %2 WPM
(Lloyd; Mccown, 1981) liquido e vermiculita ndo apresentou expressivo
enraizamento. Somente trés microestacas, de um total de 150, formaram
raiz, sendo duas pertencentes ao genotipo 2 e, a outra, ao gendétipo 3.

As microestacas do genétipo 2 que formaram raiz tiveram suas
bases imersas em 2,0 mg L* (9,84 pM) de AIB durante 24 horas. O
comprimento das raizes formadas nestas duas microestacas foi de,
aproximadamente, 5 cm (Figura 1A). A terceira microestaca enraizada, do
genotipo 3, apresentou comprimento de 5,5 cm (Figura 1B) e foi tratada
com 4,0 mg L* (19,70 pM) de AIB durante 24 horas. Esses resultados
confirmam a recalcitrncia desta espécie quanto ao enraizamento,
conforme citam Alfenas (2004), Assis; Mafia (2007) e Paludzyszyn Filho et
al. (2006). Outro fator que pode ter causado 0 baixo enraizamento é o
potencial reativo dos explantes, ocasionado pelo elevado tempo de cultivo
in vitro.

Considerando-se a reduzida resposta ao enraizamento, devem ser
efetuados estudos adicionais para avaliar melhor o uso de vermiculita
associado ao meio nutritivo, visto que este substrato apresenta
potencialidade em comparacdo ao uso de meio nutritivo solidificado com
agar. A vermiculita propicia maior aeracdo das raizes, podendo promover
maior rizogénese e um aumento no comprimento das raizes formadas,
aumentando a possibilidade de sucesso na fase posterior de
aclimatizacgéo.

92 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
/~ Propagacdo Vegetativa de Plantas

v 4

Figura 1- A: microestacas de Eucalyptus dunnii (gendtipo 2). B:
microestaca de Eucalyptus dunnii (genétipo 3) enraizadas em meio
nutritivo 2WPM liquido e vermiculita, apds tratamento pulso com AIB
durante 24 horas. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Os resultados observados estdo de acordo com o que postula
Malavasi (1994), que recomendou que o0s substratos devem ser
suficientemente porosos para possibilitar uma boa aeracdo da estaca, pois
0 oxigénio é indispensavel a respiracdo resultante dos processos de
emissédo de raizes; e, ao mesmo tempo, devem armazenar quantidade de
agua suficiente para o desenvolvimento da planta. Em espécies com
dificuldade de enraizamento o meio utilizado para este fim tem influéncia
direta sobre a capacidade de emisséo de raizes (Paiva; Gomes, 1995).

Aclimatizacao

Duas das trés microestacas enraizadas e submetidas a
aclimatizagdo sobreviveram. A microestaca do gendtipo 3 (Figura 2A)
destacou-se pelo excelente desenvolvimento apresentado. A microestaca
do genétipo 2 apresentou um desenvolvimento relativamente inferior
aquele da microestaca do gendtipo 3 (Figura 2B).

Considerando-se a sobrevivéncia e o desenvolvimento das
microestacas é possivel afirmar que a fase de enraizamento constituiu-se
no maior problema na micropropaga¢do do Eucalyptus dunnii, uma vez
gue, ap6s enraizadas, as microestacas atingem desenvolvimento
adequando e em curto espaco de tempo.
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A 4 : B

Figura 2 - Microestacas de Eucalyptus dunnii aclimatizadas em copos
plasticos em substrato composto por vermiculita, Plantmax® e casca de
arroz carbonizada. A- Microestaca do gendtipo 3. B - Microestaca do
gendtipo 2. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Concluséo

No meio nutritivo %2 MS, a adicdo de AIB ndo tem efeito no
enraizamento in vitro de microestacas de Eucalyptus dunnii. O emprego de
vermiculita associada ao meio nutritivo %2WPM (Lloyd; Mccown, 1981)
liquido, apds tratamento pulso com solucdo de AIB, apresenta
potencialidade como substrato para o enraizamento de microestacas de
Eucalyptus dunnii.

Referéncias

ALFENAS, A. C. et al. Clonagem e doencas do eucalipto . Vicosa, MG:
Universidade Federal de Vigosa, 2004. 442p.

ASSIS, T. F. de; MAFIA, R. G. Hibridacdo e clonagem. In: BOREM, A. (Ed.).
Biotecnologia florestal . Vigosa: Suprema Gréfica e Editora, 2007. p. 93-121.

BERTAZZA, G.; BARALDI, R.; PREDIERI, S. Light effects on in vitro rooting of
pear cultivars of different rhizogenic ability. Plant Cell Tissue and Organ Culture ,
Dordrecht, v. 41, p. 139-143, jan., 1995.

94 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

CHALUPA, V. European hardwoods. In:BONGA, J. M.; DURZAN, D. J. Cell and
tissue culture in forestry . Dordrecht: Martinus Nijhoff. p. 224-246. 1987.

DE KLERK, G.J. et al. A. Hormone requeriments during the sucessive phases of
rooting of Malus microcuttings. Current tissues in plant molecular and cellular
biology , p.111-116, 1995.

GEORGE, E. F. Plant grow regulators: Plant propagation by tissue culture.
Exegetics , Edington. XI, p. 420-479. 1996.

HARTMANN, H. T.et al. Propagation : principles and practices. 7. ed. New Jersey:
Prentice-Hall, 880 p. 2002.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially feasible micropropagation of mountains
laurel, Kalmia latifolia by use of shoot tip culture. Combined Proceedins
International Plant Propagators Society , Washington, v. 30, p. 327 - 421. 1981.

MALAVASI, U. C. Macropropagagdo vegetativa de coniferas: perspectivas
biologicas e operacionais. Floresta e ambiente , v. 1, n.1, p.1331 — 135, 1994,

MURASHIGE, T., SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum , Copenhagen, v. 15, p. 473-
497, 1962.

PAIVA, H.N.; GOMES, J. M. Propagacdo vegetativa de espécies florestais
Vigosa: UFV, 1995. 40 p. (UFV. Boletim, 322).

PALUDZYSZYN FILHO, E.; SANTOS, P. E. T. dos; FERREIRA, C. A. Eucaliptos
indicados para plantio no Estado do Parana. Colombo: Embrapa Florestas -
CNPF, 2006. 45 p. (Documentos, 129).

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 95



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

DESINFESTAGAO E GERMINAGAO IN VITRO DE SEMENTES DE Ipé-
amarelo - Handroanthus chrysotrichus  (MART. ex A. DC.) MATTOS

PEREIRA, M.O.>": REINIGER, L.R.S.%; NAVROSKI, M.C.%: LEON, E.A.B.%
CURTI, AR.?

! Graduanda, Curso de Engenharia Florestal. Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil. maripereira.florestal@gmail.com

2 Engenheira Agrdbnoma, Professora Adjunta. Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

3 Engenheiros Florestais, Mestres e Doutorandos, Programa de Pds-graduagdo em
Engenharia Florestal, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS, Brasil.

Resumo

Este estudo teve como objetivos avaliar a desinfestagdo superficial e a
germinacdo in vitro de sementes de ipé-amarelo (Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex A. DC.) Mattos). O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, esquema trifatorial 5x2x2, correspondendo a combinagBes de
concentracdes de hipoclorito de sédio (NaOCI) e tempos de exposi¢do; presenca
(0,05%) ou auséncia de bicloreto de mercurio (HgCl,); e, regimes luminosos aos
guais as sementes foram expostas (fotoperiodo de 16 horas durante todo o tempo
ou primeiros sete dias de cultivo no escuro + 16 horas de luz apés). Decorridos 30
dias de cultivo em meio WPM foram avaliados: contaminacdo microbiana total,
plantas normais, anormais, sementes mortas e formacgdo de calos, expressos em
porcentagem. Houve efeito significativo apenas de dois fatores principais: NaOCI
e HgCl,. A maior média de contaminacgéo (15,79%) foi observada na auséncia de
NaOCI, a qual diferiu dos demais tratamentos, que, por sua vez, ndo diferiram
entre si. O emprego de HgCl, reduziu significativamente as plantas normais e
anormais, porém aumentou a formagdo de calos. A utilizagdo de NaOCI é
fundamental para o controle da contaminacdo em sementes de ipé-amarelo.
HgCl,, além de ndo controlar a contaminagéo, prejudica a germinacao in vitro de
sementes e aumenta a formacgao de calos.

Palavras-chave : Hipoclorito de Sédio. Bicloreto de Mercurio. Micropropagacao.
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Introducao

O ipé-amarelo (Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex A. DC.)
Mattos) é uma espécie arbérea, da familia Bignoniaceae, de alto valor
ecoldgico, econdmico e ornamental (Martins, 2009), e em consequéncia
tem sido muito explorada comercialmente. A madeira € moderadamente
pesada, resistente, de grande durabilidade. Pode ser utlizada em
reflorestamento de areas degradadas, de matas ciliares e demais areas de
preservacdo permanente (Lorenzi, 1992).

A propagacédo dessa espécie é feita pela utilizacdo de sementes
que, apesar de produzidas em grande quantidade, apresentam problemas
de germinacdo e conservacdo (Oliveira et al., 2004, 2005). Para muitas
espécies florestais de importancia econdmica ou que se encontram em
extingdo, a micropropagacao tem sido uma ferramenta Util para a obtencéo
clonal de plantas de interesse econdmico e ecoldgico, promovendo a
conservacao de espécies e auxiliando em programas de revegetacao.

Entretanto, para tornar isso possivel é necessario conhecer os
principais processos basicos da germinacdo das sementes de varias
espécies, especialmente de plantas lenhosas, visto que a falta dessas
informacdes podem dificultar a realizacdo de programas de
reflorestamento e melhoramento genético.

Diversos fatores podem afetar o potencial germinativo das
sementes e promover a formacdo de plantulas anormais, dentre os quais
se podem destacar a presenca de microrganismos, especialmente fungos
e bactérias (Corder e Borges Junior, 1999). Para controlar esses
microrganismos e obter plantulas que sirvam como fontes de explantes
para a cultura de tecidos, devem ser selecionados eficientes métodos de
desinfestacao superficial.

O etanol e os compostos a base de cloro (halogénios) sédo as
substancias com acdo germicida mais utilizadas no processo de
desinfestacdo (Couto et al., 2004; Sousa et al.,, 1999). O hipoclorito de
sédio (NaOCIl) ou célcio (Ca(ClO),) apresentam grande eficiéncia na
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desinfestacdo de sementes, eliminando fungos e bactérias. Da mesma
maneira, a utlizacdo de fungicidas e bactericidas pode promover um
aumento no total de plantulas germinadas a partir das sementes tratadas.
Igualmente, tem sido utilizados sais de metais pesados, dentre os quais se
pode citar o bicloreto de mercurio (HgCly).

A concentracdo dos agentes desinfestantes e o tempo de
exposicdo das sementes a esses compostos pode variar de acordo com a
espécie (Montarroyos, 2000), sendo necessaria, portanto, a sua selecdo de
acordo com a eficiéncia e a sensibilidade do tecido a ser desinfestado.

Considerando-se o exposto, este estudo teve como objetivo avaliar
a desinfestacdo superficial e a germinacéo in vitro de sementes de ipé-
amarelo utilizando substancias desinfestantes.

Metodologia

As sementes utilizadas para a realizacdo do experimento séo de
origem comercial, adquiridas do viveiro Arbocenter, coletadas de arvores
matrizes localizadas no estado de S&o Paulo, Brasil.

Inicialmente as sementes foram submetidas a um pré-tratamento
efetuado pela imerséo de 100 g de sementes em uma solu¢éo contendo 1
g de Benomyl® (Benzimidazol) (p/v), durante 24 horas. Decorrido esse
periodo, as sementes foram lavadas em agua corrente durante 10 minutos
e enxaguadas em agua estéril. Em seguida, foram imersas em uma
solucao de etanol a 70% (v/v) por 30 segundos e, apés, em camara de
fluxo laminar foram aplicados os tratamentos de desinfestacdo, na
sequéncia descritos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema trifatorial 5 x 2 x 2, com cinco repeticdes por
tratamento, sendo cada uma composta por um frasco de 150 ml,
preenchido com 30 ml de meio de cultura e quatro sementes. Os niveis do
fator “A” consistiram de combinacfes de concentracbes de NaOCIl e
tempos de exposicdo das sementes, a saber: auséncia de NaOCI; NaOCI
a 2,5% por 10 minutos; NaOCl a 2,5% por 15 minutos; NaOCl a 3,0% por 5
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minutos e; NaOCI a 3,5% por 5 minutos. O fator “B”consistiu na presenca
(0,05%) ou auséncia de HgCl,; e o fator “C” correspondeu aos regimes
luminosos em que as sementes foram submetidas, sendo: 16 horas de luz
durante todo o experimento, sete dias em auséncia de luz e,
posteriormente, 16 horas de luz durante o restante do experimento.

Apés a aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram
enxaguadas, trés vezes, em agua estéril e inoculadas em meio de cultura
“Woody Plant Medium” - WPM (Lloyd e Mccown, 1981), na composi¢ao
original de macro e micronutrientes, vitaminas, sacarose (30 g L'l), agar (7
g L™, sendo o pH ajustado em 5,7. O meio de cultura foi previamente
autoclavado por 15 minutos a 121°C.

As unidades experimentais foram cultivadas na sala de
crescimento sob temperatura de 25T +3T, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 20 upM m? s* fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias tipo luz do dia, ou em restricdo de luz,
conforme o tratamento. Apés 30 dias de cultivo foram avaliadas as
seguintes variaveis: contaminacdo microbiana total (fungica e/ou
bacteriana), plantas normais (Figura 1A), plantas anormais (Figura 1B),
sementes mortas (Figura 1C) e formacdo de calos (na base dos
explantes), expressas em porcentagem.

Os dados obtidos foram transformados, sempre que necessario

para a fungdo VX* 05 'sendo X o valor observado, e submetidos a andlise
de variancia. Quando significativas, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o
programa estatistico Sisvar (Sistema para analise de varidncia) para
Windows®, versdo 4.0 (Ferreira, 2000). A precisdo do experimento foi

medida através da acuracia seletiva (AS), calculada por v1-1/Fcal , sendo
apresentados os dados apenas para os fatores com efeitos significativos.
Os resultados apresentados sdo as médias originais obtidas.
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igura 1 - Plantas normais (A), plantas anormais (B) e sementes mortas (C),
indicadas por setas, em ipé-amarelo apés 30 dias de cultivo in vitro em
meio nutritivo WPM. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Resultados e Discussdes

Em relacao a contaminacao total houve efeito significativo somente
para o fator NaOCI. J4 para as plantas normais, anormais e formacéo de
calos houve efeito significativo somente para HgCl,. Para sementes mortas
ndo houve efeito significativo para nenhum dos fatores testados.

Os valores da AS para a porcentagem de plantas normais e
anormais podem ser classificados como muito altos. Ja para a formacéo
de calos o valor obtido foi alto. Para a contaminacdo microbiana, no
entanto, foi observado um valor moderado. Os valores observados dessa
estatistica, no presente estudo, indicam que o experimento foi bem
conduzido e que os resultados obtidos sao validos.
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Tabela 1 - Resultado da analise de variancia para contaminagao
microbiana total, plantas normais, plantas anormais, sementes mortas e
ipé-amarelo submetidas a
desinfestacao com NaOCI, HgCl, e germinadas in vitro em meio de cultura
WPM, apés 30 dias de cultivo. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

formacdo de calos em sementes de

Contaminagdo Plantulas Plantas Sementes Formagéo
EV GL microbiana normais  anormais  mortas de calos
total (%) (%) (%) (%) (%)
NaOCI 4 796,4* 428,6™  4429™ 1.066,3™ 94,1™
HgCl, 1 560,1™ 6.526,5* 4.342,3*  467,3™ 506,5*
Regime 1 137,6" 592,1" 1.286,5™ 154™ 2,3™
luminoso (L)
NaOCl *HgCl, 4 124,7™ 949,3™  475.2"™ 180,5"™ 99,0
NaOCI * L 4 4137™ 7779™ 3557 1.062,5™ 2459™
HgCl, * L 1 808™ 227,8™  472,2™ 299,9™ 60,8
NaOCl * HgCl, 4  476,1™ 592,1™  814,7™ 319,6™ 105,5™
*L
Residuo 77 506,5 705,4 564,5 618,1 105,5
Média - 5,15 37,63 26,03 37,11 3,35
AS - 0,60 0,95 0,93 - 0,89
" F n&o-significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro; * F

significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro; AS = acuréacia
seletiva, faixas: < 0,5 (Baixa); 0,5<AS< 0,7 (Moderada); 0,7<AS< 0,9 (Alta);

>0,9 (Muito Alta).
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Essa estatistica corresponde a correlagédo linear entre os valores
genotipicos e fenotipicos, em que F é o valor do teste F. A estatistica AS
ndo depende apenas da magnitude do erro experimental e do nimero de
repeticdes, mas também da proporcdo entre as variacbes de natureza
genética e residual associadas ao carater em avaliagéo. Para valores de F
menores do que um nao existe AS e o experimento ndo tem utilidade. Para
valores de F muito grande (tendendo ao infinito) os valores de AS tendem
a unidade (Storck et al., 2010). Quanto maior a acuracia, maior sera,
também, a confianga na avaliagéo efetuada.

A maior média de contaminacdo microbiana total (15,79%) foi
observada no tratamento testemunha, a qual diferiu dos demais
tratamentos, compostos por diferentes concentracdes do agente
desinfestante, as quais ndo diferiram entre si (Tabela 2). Contudo, mesmo
0 valor mais elevado de contaminacdo é baixo, se comparados muitos
relatos existentes na literatura. Em Swietenia macrophylla King, por
exemplo, foi observado 89% de contaminacdo na auséncia de
desinfestacao com hipoclorito de sddio (Couto et al., 2004).

O emprego de bicloreto de mercurio reduziu significativamente a
porcentagem de plantas normais, e aumentou a quantidade de plantas
anormais e a formacgé&o de calos em ipé-amarelo (Tabela 3) comparado ao
tratamento controle (auséncia do agente desinfestante), provavelmente em
decorréncia de efeito fitotoxico.

O bicloreto de mercurio é um sal de metal pesado, que, interfere
no crescimento e desenvolvimento da planta, além de ser toxico para o
homem (Figueiredo, 2011). Outros trabalhos revelaram que a utilizacdo de
bicloreto de mercario como agente desinfestante causa uma oxidagéo
extremamente intensa do meio de cultura impossibilitando a germinacéao.
Isto indica a toxidez causada por esse metal pesado nos tecidos, que, por
sua vez, liberaram niveis excessivos de compostos fenélicos no meio
(Rhodes e Wooltor, 1978).
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Tabela 2 - Médias de contaminagdo microbiana em sementes de ipé-
amarelo submetidas a diferentes combina¢cdes de concentracdes e tempos
de exposicdo ao hipoclorito de sédio (NaOCI), apés 30 dias de cultivo in
vitro em meio nutritivo WPM. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Concentracdo de NaOCI e tempo de Contaminagdo total (%)

exposicao
3,0% 5 min 0,0 a*
3,5% 5 min 0,0a
2,5% 10 min 50a
2,5% 15 min 5,26 a
Controle 15,79 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-
se a melhor resposta in vitro.

Além de compostos fendlicos, os tecidos danificados também
disparam outros eventos metabdlicos complexos que incluem aumento na
taxa de respiracdo, sintese de acidos nucléicos e proteinas, sintese de
etileno e liberacdo de outros metabdlitos do vacuolo das células afetadas
(Rhodes e Wooltor, 1978).

Tabela 3 - Médias de plantas normais, plantas anormais e formacédo de
calos em sementes de ipé-amarelo submetidas a desinfestacdo com
bicloreto de mercurio (HgCl,), apds 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo WPM. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

HaCl Plantas Plantas anormais Formacao de
9% normais (%) (%) calos (%)
controle 45,83 a* 19,27 a 1,04 a
0,05% 29,25 b 32,65b 561b

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se a
melhor resposta in vitro.
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Em Spondias mombin L., a maior percentagem de mortalidade dos
explantes (18%) foi obtida apds a aplicacdo de bicloreto de mercurio e
hipoclorito de s6dio em conjunto (Medeiros et al., 1999). No estudo citado,
com a utlizacdo de apenas hipoclorito de sodio a contaminacdo foi
reduzida para 10%.

Conclusao

A utilizacdo de hipoclorito de sédio é fundamental para o controle
da contaminacdo microbiana em sementes de ipé-amarelo. O bicloreto de
mercurio, além de néo controlar a contaminacdo microbiana, prejudica a
germinacdo in vitro de sementes, aumentando a formacdo de plantas
anormais e a formacé&o de calos na base dos explantes de ipé-amarelo.
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Resumo

Este trabalho pretende identificar sistemas de enraizamento da espécie
medicinal recalcitrante do Rio Grande do Sul, utilizando estacas de Scutia
buxifolia. Testou-se dois substratos de enraizamento: meio MS liquido ou mistura
terra/vermiculita, além de diferentes tratamentos de inducdo radicular, como
aplicacdo de injuria e concentracdes diversas de auxina. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado. O percentual de enraizamento
de S.buxifolia foi de 12,6% em meio liquido e 8,3% para terra/vermiculita, sendo:
meio liquido; dose de 6.000ppm de AIB e injuia, a combinagdo de melhor
resultado (27,78%). A mesma combinacgdo de variaveis também se mostrou mais
eficazes para producéo de partes aéreas das estacas.

Palavras-chave : Propagacdo  vegetativa.  Alcaléides  Ciclopeptitidicos.
Fitormonios.

Introducao

Scutia buxifolia Reiss (coronilha) € uma espécie sul-rio-grandenses
pertencente a familia das Rhamnaceae (Backes & Irgang, 1998) e
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largamente utilizada na etnofarmacologia, devido suas propriedades
medicinais, atribuidas aos seus alcaldides ciclopeptidicos, denominados
scutianinas (Morel et al., 1979; Menezes et al., 1995; Morel et al., 1998;
Morel et al., 2005). E uma arvore de até 20 metros de altura, perene e
espinescente (Reitz et al, 1983; Medan & Vasellati, 1996; Plantas
Vasculares, 2009), ocorrendo na Argentina, Uruguai e em toda regiédo sul
do Brasil, (Reitz et al., 1983; Zachia e Moraes, 1999).

Na etnofarmacologia, a casca das partes aéreas, onde se
encontram as scutianinas (Morel et al., 2005), é utilizada na forma de
tintura como ténico cardiaco, anti-hipertensivo e diurético (Wasicky et al.,
1964; Schultz, 1990). Scutianinas D e E mostraram-se ativas frente a
algumas bactérias testadas (Jornada Académica Integrada - Marangon e
Morel, 2010).

Alcaléides ciclopeptidicos sdao amplamente distribuidos no reino
vegetal, mas presentes em misturas e em pequenas quantidades: cerca de
0,01 a 1% da massa seca vegetal (East et al., 1998). A baixa producao
natural, complexidade e rigidez molecular e estereoquimica dos centros
quirais desses alcalbides sdo fatores de dificuldade em suas sinteses
laboratoriais em escala industrial (Tan e Zhou, 2006). Assim, a indUstria
farmacéutica depende da exploracdo de matérias-primas vegetais e o
cultivo in vitro se apresenta como alentadora solucdo para esses
problemas através da inducao e elicitagcdo da biossintese de metabolitos
de interesse com estereoquimica desejada, garantindo a manifestacéo do
efeito biolégico correto (Zenk et al., 1977; Mariot et al., 1999). Em adicao, a
organogénese in vitro ndo sé se torna uma ferramenta para a biossintese
de metabdlitos de interesse em escala industrial, como também garante a
perpetuacdo da espécie, em caso de extincdo da mesma, através da
producdo de mudas e sementes de qualidade (Verpoorte & Maraschin,
2001). Isso se torna relevante, pois atualmente o Brasil € um importador de
extratos vegetais e um exportador de germoplasmas (Younes et al., 2000;
Barbosa, 2007; Younes et al., 2007). A propagacdo vegetativa ajuda na
introducéo de espécies na farmacopéia brasileira, agrega valor econdmico
aos produtos farmacéuticos, faz a manutencdo do equilibrio dos
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ecossistemas, além de garantir propriedade intelectual, controlando a
biopirataria (Pavarino, 1995; di Stasi, 1996; Sheldon et al., 1997; Verpoorte
e Maraschin, 2001; Barbosa, 2007). Estudos buscando otimizar sistemas
de geracdo de biomassa cataliticamente ativa através da propagacao
vegetativa tém sido desenvolvidos com sucesso em diversas espécies
(Verpoorte e Maraschin, 2001; Nicoloso et al., 2003; Henriques et al., 2004;
Russowski et al., 2006).

O enraizamento adventicio é essencial para propagacao vegetativa
de espécies lenhosas economicamente importante (Fett-Neto et al., 2001),
como é o caso de S. Buxifolia, que além de fornecer principios ativos
medicinais, sua madeira, resistente e pesada, € muito usada para moirdes
e postes (Schultz, 1990). O processo de indugdo ao enraizamento em
espécies lenhosas é complexo, o qual é afetado por multiplos fatores entre
eles fitormonios, compostos fendlicos, status nutricional, caracteristicas
genéticas, bem como pode estar associado as respostas de estresse,
como danos, seca, humidade, frio ou calor (Fett-Neto et al., 2001;
Russowski e Nicoloso, 2003). O potencial de enraizamento das estacas
depende das condi¢cdes internas da planta-matriz e das condi¢Bes
ambientais a que elas sdo submetidas (Murata et al., 2002). Em adicao,
auxinas parecem desempenhar papel crucial na capacidade de
enraizamento de estacas (Fett-Neto et al., 2001).

Dentro desse contexto, apesar de S.buxifolia apresentar perfil
fitoquimico relativamente bem caracterizado (Menezes et al., 1995; Morel
et al., 1998; Maldaner, 2005; Morel et al., 2005), nada se conhece a
respeito de sua vias de propagacao vegetativa, de modo que ao conhecé-
la, sera possivel manipular as vias biossintética dos alcaldides e sua
producédo e esta € a proxima fase dos trabalhos com S. buxifolia.

Metodologia

Partes aéreas de S.buxifolia foram coletadas na regido de Sdo Martinho da
Serra (RS). A assepsia das estacas apicais de 12-15 cm consistiu em
lavagem em agua corrente por 15 minutos, seguida de imersdo em
solucao de hipoclorito 2,5% por 10 minutos e trés lavagens de 5 minutos
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em agua destilada. Apds, metade das estacas foram injuriadas na base
com um corte. Posteriormente, a base de todas as estacas foram imersas
em solugdes de Acido Indol Butirico (AIB) de 0, ou 3.000 e ou 6.000 ppm,
por 10 ou 20 segundos, antes da inoculacdo em dois diferentes substratos,
perfazendo um total de 24 tratamentos (Ferimento 2 X concentracdes AlB
3 X substratos 2 X tempo 2). Foram utilizadas 10 unidades experimentais
por tratamento, consistindo de uma estaca por frasco. O substrato liquido
se compunha de 200 mL de meio Murashige & Skoog — MS (1962) 10%,
isento de agar, sacarose e vitaminas, em frascos de vidro de 250 mL,
cobertos por papel pardo. O substrato sélido consistiu de 200 mm?® de
mistura de terra 2:1 vermiculita, em copos plasticos opacos de 250 mL
perfurados na base.

As unidades experimentais foram mantidas em sala de
crescimento, com fotoperiodo (16 h), luminosidade (~40 pmol.m?.s™) e
temperatura (25+2C) controlados, por 120 dias. Par ametros de
crescimento nimero de brotacdes, de folhas, percentual de enraizamento
e de sobrevivéncia (ndo mostrado) foram tomados a cada semana e o
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado. ANOVAs
e Teste de Duncan foram executados quando apropriado, com nivel de
significancia de 95%, pelos softwares Microsoft® Excell 2003 e SPSS for
Windows.

Resultados e discussoes

Andlises estatisticas preliminares revelaram que nao existe
diferenca significativa para a variavel tempo. Desse modo, os resultados
serdo apresentados apenas com as demais variaveis (ferimento, doses de
AIB e substrato).

Dentre os tratamentos, a combinacdo meio MS 10% liquido,
explantes imersos em 6.000 ppm de AIB e com injdria na base, foi aquela
de melhor rendimento em termos de nimero de brotaces, nimero de
folhas novas e percentual de enraizamento. O tratamento constituido de
substrato terra 2:1 vermiculita, explantes imersos em 3.000 ppm, mas
isentos de injdria, foi o melhor entre aqueles que utilizaram o substrato
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sélido, para os mesmos parametros (Fig.1). Observa-se que a natureza do
substrato influencia no conjunto de indutores radiculares, de modo que o
meio liquido apresentou estacas com melhores resultados para os
parametros de crescimento das partes aéreas e raizes quando injuriadas e
submetidas a maior dose de AIB. O oposto foi apresentado pelo substrato
sélido utilizado: auséncia de injaria e a menor dose de AIB foram os
critérios presentes no melhor resultado apresentado pelo substrato terra 2
:1 Vermiculita. Pode-se estender estes resultados no sentido de que a
natureza solida do substrato substitui o ferimento (dano fisico), na indugéo
radicular. Tal fenébmeno ja era esperado quando se traz a luz o fato de que
estresses mecanicos auxiliam na inducédo/formacéo de raizes (Fett-Neto et
al., 2001). Meios liquidos oferecem maior contato entre os nutrientes e o
explante, além de favorecer a disponibilidade e a captagdo dos mesmos,
acarretando uma certa homeostasia, e consequentemente gerando
resultados positivos na producdo de partes aéreas e raizes. Meios e
substratos sélidos, pela maior dificuldade em disponibilizar os nutrientes,
atuam como agentes estressantes, favorecendo a inducédo radicular (Fett-
Neto et al., 2001; Russowski et al.,2006). Por isso, especula-se que devido
a falta de estresse gerado pelo meio liquido, se faz necesséaria a
associacdo da injuria & uma dose mais alta de AIB. Substratos sélidos por
si s, ja oferecem resisténcia e, por isso, nao houve necessidade de altas
doses de auxinas, nem mesmo de ferimento.

Na tentativa de se confirmar qual o melhor substrato, isolando-o
dos efeitos da acdo de fitormdnio e injaria, foi verificado que o meio liquido
¢ significativamente melhor que o meio sélido para o parametro percentual
de enraizamento, jA que o presente visa o desenvolvimento do sistema
radicular em um substrato que permita a manipulacdo e o estabelecimento
de culturas estaveis, para posterior producdo de compostos de interesse.

Culturas liquidas podem proporcionar 6timos sistemas de cultivo,
permitindo a propagacao biolégica das plantas para fins de modulacao de
geracdo de biomassa e estudo de composicdo fitoquimica. Em adicéao,
meios liquidos ocasionam indice menores de hiperhidricidade do que
meios solidos e semi-sdlidos (Russowski et al., 2006). Além disso,
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sistemas de cultivo em meio liquido pouco interferem na producéo de
metabdlitos vegetais, sendo sua producdo facilmente manipulada,
principalmente quando se trata de culturas de plantas medicinais.
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Figura 2 - Efeito dos substratos e tratamentos de inducdo radicular em
estacas de Scutia buxifolia nas partes aéreas (A e B) e nas raizes (C e D).

Em comparacéo, a estaquia de lenhosas em meio/substrato sélido
€ capaz de originar plantas com maior uniformidade do que as oriundas de
sementes (Murata et al., 2002), e daquelas provenientes da propagacao
clonal via germinacao in vitro (Preece et al.,, 1991; Lakshmanan et al.,
1997), embora todas apresentem dificuldade de enraizamento. Estacas
lenhosas de porta-enxerto de pereira (Pyrus betulafolia Bunge), sem
adicdo de fitormdnios, mas injuriadas na base apresentaram excesso de
producdo de gemas e enraizamento quase nulo (Murata et al., 2002). O
mesmo porta-enxerto de pereira (Pyrus betulafolia) apresentou 76% de
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enraizamento quando tratado com 3.000 ppm de AIB, sem injaria
(Simonetto, 1990). Resultados variados e inversos aos obtidos aqui ja
foram observados, de modo a caracterizar o complexo processo de
inducdo/formacdo de raizes. Enraizamento de estacas de Eucalytus
globulus Labill foi obtido a partir da exposicdo a 10 mg.L™" de AIB, por
quatro dias, no escuro durante a etapa de formacdo das raizes. Neste
caso, um maior tempo de exposi¢do a auxina foi eficaz, em detrimento do
uso de dose mais expressiva, bem como a necessidade de auséncia de
luz, O aumento da idade do explante coopera para perda da capacidade
de enraizamento (Fett-Neto et al., 2001).

Conclusao

Apesar dos baixos valores obtidos para percentual de
enraizamento, o meio liquido consiste em uma excelente alternativa para
geracdo de biomassa cataliticamente ativa, carecendo de novos estudos,
utilizando-se outras variaveis indutoras, como uso de auxinas mais labeis,
influéncia da luz, novas formas de administracdo de fitorménios e uso ou
ndo de carvdo ativado.
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Resumo

A canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert) € uma espécie
florestal que encontra-se ameacada de extingdo, o que justifica a realizacao de
pesquisas em conservacdo e propagacao por meio da cultura de tecidos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de fitorreguladores na multiplicagéo in
vitro de canafistula. Utilizou-se o delineamento blocos ao acaso, em esquema
trifatorial 3x3x2, composto por diferentes concentracbes de Acido Alfa-Naftaleno
Acético (ANA), de 6-Benzilaminopurina (BAP) e de Acido Giberélico (GAs)
adicionadas ao meio nutritivo MS, totalizando 18 tratamentos, em seis repeticdes,
compostas por um frasco contendo um segmento apical caulinar. Os dados de
presenca de brotos foram analisados pelo teste qui-quadrado e aqueles do
ndamero de noés foram submetidos & analise de varidncia e de contrastes
ortogonais. Foram observadas diferencas entre os tratamentos testados em
relacdo a presenca de brotos e nimero de nés. A citocinina BAP isolada, na
maxima concentragdo avaliada (8 yM) ou na metade desta concentragao, porém
associada a ANA (0,05 uM) e GAz (0,2 uM), é essencial para a formacao de
brotos. Para estimular o nimero de nés em canafistula o melhor tratamento é a
combinagdo ANA (0,05 uM), BAP (4,4 uM) e GA3 (0,2 uM).

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Espécie florestal. 6-Benzilaminopurina. GAs.
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Introducao

A canafistula (Peltophorum dubium (Sprengel)Taubert) é uma
arvore semicaduciflia da familia Fabaceae, conhecida também como
acéacia-amarela ou angico (Carvalho, 1994; Lorenzi, 1992; Marchiori,
1997). E uma espécie florestal, nativa, helidfila (Marchiori, 1997), com
ampla dispersdo geografica e papel pioneiro em areas abertas, em
capoeiras e matas degradadas, sendo classificada como secundaria
principal (Carvalho, 1994). E caracteristica da floresta latifoliada
semidecidua da Bacia do Parana (Botelho e Perez, 2001), sendo
expressiva tanto em florestas priméarias densas como em formacdes
secundarias (Lorenzi, 1992), apresentando, portanto, valor ecolégico
(Carvalho, 1994). Caracteriza-se pelo grande porte e crescimento rapido
(Carvalho, 1994), com tronco cilindrico mais ou menos reto ou levemente
curvo e achatado, podendo atingir até 35 m de altura (Marchiori, 1997) e
didmetro entre 40 a 120 cm, podendo chegar a 300 cm (Carvalho, 1994).
Apresenta importancia econdmica, sendo sua madeira utilizada para
diversos fins. Em decorréncia do uso predatério, encontra-se ameacada de
extingdo, tornando-se importante a conservacao de seu germoplasma,
bem como a pesquisa relacionada a propagagdo vegetativa. Técnicas de
cultura de tecidos podem ser empregadas para ambas as finalidades
referidas.

Em cultura de tecidos, um dos principais fatores que controlam a
morfogénese sdo os fitorreguladores, particulamente o balango
auxina:citocinina no meio de cultura (Handro e Floh, 1990). As citocininas
constituem o grupo de reguladores de crescimento indispensaveis para
promover a diferenciacéo celular e dos tecidos (Cid, 2000). A citocinina 6-
Benzilaminopurina (BAP) tem sido usada com sucesso na indugdo de
brotacBes adventicias a partir de explantes de macieira (Malus domestica
Borkh.) (Sarwar e Skirvin, 1997). Nesta espécie, o Acido alfa-
Naftalenoacético (ANA) revelou efeito sinérgico com BAP na formacao de
brotacbes adventicias, porém quantidades elevadas de auxinas
estimularam a producdo de calos (Rubos e Pryke, 1984). As giberelinas,
por sua vez, sédo consideradas indutoras no alongamento de entrendés em
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alguns tipos de plantas, como espécies ands ou em rosetas de gramineas.
O efeito das giberelinas esta relacionado a estimulacao do crescimento de
orgdos, como o alongamento de eixos caulinares (Mantovani e Franco,
1998). Contudo, ainda nao se conhecem, no cultivo in vitro, as reais
funcbes das giberelinas, pois sdo poucas as espécies que mostram
alguma resposta a essa classe de fitorregulador (Caldas et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de fitorreguladores na
multiplicagédo in vitro de canafistula.

Material e métodos

Sementes de canafistula provenientes de material coletado e
armazenado na Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria -
FEPAGRO/Florestas em Santa Maria, RS forneceram os explantes
utilizados neste experimento. Os explantes consistiram de segmentos
apicais caulinares obtidos de plantulas germinadas assepticamente em
meio agar-agua, isolados aos 30 dias de cultivo, quando apresentavam
tamanho de 8 a 10 mm de comprimento e 1 a 2 nés.

O meio de cultura utilizado foi o meio base MS (Murashige e
Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™" de sacarose, 100 mg L* de mio-
inositol e fitorreguladores (ANA, BAP e GA3) conforme o tratamento. O pH
foi ajustado para 5,7 antes da adigdo do agar na concentracao de 7 g LY A
esterilizacao do meio foi efetuada através de autoclavagem a 121C e 1,5
atm por 15 minutos. Apos a inoculagdo dos explantes em meio de cultura,
os frascos foram vedados com uma pelicula plastica de polivinilcloreto
(PVC) e mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25+3<C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade de fluxo de fétons de 20 umol
m™ s fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, em
esquema trifatorial 3 x 3 x 2: constituido por concentracdes de ANA (O;
0,05 e 0,5 yM), de BAP (0; 4,4 e 8,8 pM) e de GA; (0 e 0,2 uM),
totalizando 18 tratamentos, em seis repeticdes. Cada unidade experimental
foi constituida por um frasco de vidro de 150 mL contendo 30 mL de meio
de cultura e um explante. Apos 35 dias do inicio de experimento avaliaram-
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se 0 numero de nés e a presenca de brotos. Os dados de presenca de
brotos foram analisados pelo teste qui-quadrado. Quando este foi
significativo procedeu-se, adicionalmente, a analise de residuos
padronizados, conforme Pereira (2001), para identificar as freqiiéncias
observadas que desviaram significativamente das frequéncias esperadas.
Os resultados da variavel numero de nos foram submetidos & andlise de

variancia e em seguidas transformados para +x + 0,01, sendo X o valor
obtido. Quando ocorreram efeitos significativos dos fatores principais ou
das interacdes foram efetuadas analises de contrastes ortogonais. Foi
utilizado o programa estatistico SANEST (Zonta e Machado, 1987).

Resultados e discusséao

Foram observadas diferencas entre os tratamentos testados
(X°=42,84 significativo a p<0,05) em relacéo a presenca de brotos (Tabela
1). Formacdao superior a esperada foi observada na presenca de BAP (8,8
pMM) isolado ou na associacdo de ANA (0,05 uM), BAP(4,4 uM) e GA;3 (0,2
MM). Ao contréario, formacéo inferior & expectativa foi encontrada em dois
tratamentos: na auséncia de fitorreguladores e na combinacdo de ANA
(0,05 uM) e GA;z (0,2 uM), ou seja, na auséncia de citocinina. Contudo, em
outras combinagdes de fitorreguladores que nao incluiram a citocinina nao
foram observadas diferencas entre o observado e o esperado. O mesmo
ocorreu na combinacdo BAP (8,8 uM), ANA (0,05 uM) e GA; (0,2 uM). O
emprego de BAP isolado (8,8 uM) ou da associacao de BAP (4,4 uM), ANA
(0,05 uM) e GA; (0,2 uM) teve, portanto, influéncia positiva na formacéo de
brotos. Estes resultados sugerem que a adicdo da citocinina isolada na
maxima concentragdo testada colabora com a formacao de um balanco
hormonal favoravel a formacéo de brotos. Entretanto, quando é adicionada
na metade dessa concentracdo de BAP, é necessario incluir ANA e GA;
para obter-se a mesma resposta.

Maior nimero de brotos foi formado no tratamento que continha a
associacdo de ANA (0,05 pM), BAP (4,4 upM) e GA; (0,2 uM), conforme
pode ser observado na Tabela 2. Esta combinagdo também influenciou
positivamente a presenca de brotos. Outros tratamentos que se
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destacaram neste quesito foram aqueles que continham BAP na sua
composicéo. Isto indica que a presenca de BAP é essencial para induzir a
formacédo de brotos em canafistula.

Tabela 1 — Andlise de residuos padronizados (z) referente a presenca de
brotos formados em segmentos apicais caulinares de canafistula
cultivados in vitro em meio nutritivo MS, acrescido de fitorreguladores,
isolados ou combinados, conforme o tratamento, aos 60 dias de cultivo.

2

Fitorreguladores 0, Total ¢ z

Controle 1 19 491 -2,10
4,4 uM BAP 5 23 5,95 -0,47
8,8 uM BAP 10 22 569 2,16
0,2 uM GA; 2 22 569 -1,81
4,4 uM BAP + 0,2 uM GA; 7 21 543 0,79
8,8 UM BAP + 0,2 uM GA; 4 18 4,66 -0,36
0,05 uM ANA 2 23 595 -1,94
0,05 uM ANA + 4,4 uM BAP 8 18 466 1,84
0,05 uM ANA + 8,8 uM BAP 6 22 5,69 0,16
0,05 uM ANA + 0,2 uM GA; 1 23 595 -2,38

[

0,05 yM ANA + 4,4 uM BAP + 0,2 uM GA;
0,05 yM ANA + 8,8 uM BAP + 0,2 uM GA;3
0,5 uM ANA
0,5 UM ANA + 4,4 uM BAP
0,5 UM ANA + 8,8 uM BAP
0,5 UM ANA + 0,2 uM GA3
0,5 UM ANA + 4,4 uM BAP + 0,2 uM GA; 20 517 0,96
0,5 uM ANA + 8,8 uM BAP + 0,2 uM GA; 20 517 0,43
Total 97 375
' Residuos (z) maiores que 1,96 e menores que -1,96 (destacados em
negrito) sao significativos ao nivel de 5% de probabilidade.

3 24 6,21 3,27
19 491 1,12
21 543 -1,25
21 543 1,32
20 5,17 -0,09
19 491 -1,57

O NDN 0100w
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Tabela 2 — Distribuigdo de frequiiéncia do nimero de brotos formados em
segmentos apicais caulinares de canafistula cultivados in vitro em meio
nutritivo MS, acrescido de fitorreguladores, isolados ou combinados,
conforme o tratamento, aos 60 dias de cultivo.

Fitorreguladores Numero de brotos Total
1 2 3

Controle

4,4 uM BAP

8,8 uM BAP

0,2 uM GA;

4,4 uM BAP+0,2 uM GA;

8,8 UM BAP+0,2 uM GA;

0,05 yM ANA

0,05 uM ANA+4,4 uM BAP

0,05 uM ANA+8,8 uM BAP

0,05 uM ANA+0,2 uM GA;

0,05 yM ANA+4,4 uM BAP+0,2 uM GA;
0,05 yM ANA+8,8 uM BAP+0,2 uM GA3
0,5 uM ANA

0,5 UM ANA+4,4 uM BAP

0,5 uM ANA+8,8 uM BAP

0,5 uM ANA+0,2 uM GA;

0,5 uM ANA+4,4 uM BAP+0,2 uM GA;
0,5 yM ANA+8,8 uM BAP+0,2 uM GA;

N DA NOWNPE, OINO

N WO WNPAEPRONWDNEENEAEPAWE WO
-
N

NP ORFRPOFRPNOMNMNWORFLRPRDNEDNOWDO
ONOPFRPORFPWWORFRNOPFPWONMNMNDNDO
e elNeolNolNelNelNolNeolNololNolNoellololNo ool
P OO O0OO00000D00D0D0000O0O0OoOM

O U1l O WOo WOo

~
©

Total

Em parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) a
concentracdo 3 mg L™ de BAP foi a que apresentou maior nimero médio
de brotos (Cordeiro et al., 2004). Para os autores, o efeito benéfico do BAP
na multiplicacéo de brotacfes relaciona-se a influéncia desse regulador de
crescimento na divisdo celular e na liberacdo das gemas axilares inibidas
pela dominéncia apical. Em erva-mate (llex paraguariensis St. Hilaire), o
maior nimero médio de brotacdes foi observado na presenca de BAP e na
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auséncia de AIB (Zaniolo e Zanette, 2002). Em caixeta (Didymopanax
morototoni (Aubl.) Decne. et. Planch.), o aumento na concentracdo de BAP
incrementou a inducéo de brotagBes até a concentragéo de 1 mg L* (4,44
MM), na qual foi obtida a maior taxa (87,5%). Ja com o emprego de 10 mg
L* (44,4pM) este valor reduziu-se para 52,5% (Mantovani et al., 1999).

Para nimero de nés houve diferencas significativas apenas para
os efeitos principais BAP e GA;. Em relacéo a BAP, a sua presenga nao foi
importante, ou seja, ndo houve diferenca entre as médias na auséncia
deste fitorregulador e na presenca das duas concentragBes testadas
(médias de 4,74 e 5,07 para auséncia e presenca respectivamente). A
presenca de GA; revelou-se essencial a formagdo de nds (médias de
0,048 e 0,041 para presenca e auséncia respectivamente), podendo ser
considerado necessario a diferenciacdo celular em canafistula.
Concluséo

A citocinina BAP isolada, na méxima concentracdo avaliada (8 uM)
ou na metade desta concentracdo, porém associada a ANA (0,05 uM) e
GA; (0,2 uM), é essencial para a formacédo de brotos. Para estimular o
namero de nds em canafistula o melhor tratamento € a combinacdo ANA
(0,05 pM), BAP (4,4 uM) e GA;3 (0,2 uM).
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Resumo

Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. € uma planta medicinal pertencente
a familia das solanaceae que produz metabdlitos secundarios (alcaldides) com
grande importancia industrial. O trabalho teve como objetivo estabelecer um
protocolo de regeneracgdo eficiente de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. a
partir de embrides maduros. Foram usados para inducdo, manutencdo e
regeneracdo o meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com a metade da
concentracdo de macro e micronutrientes, com concentracdes decrescentes e
combinadas de 2,4-D (0; 0,5 e 1mg.L™) e KIN (0; 0,5 e 1mg.L™), totalizando 9
tratamentos. Foram avaliados os indices de regeneragdo, porcentagens de
inducdo, tamanho de calos, germinacdo de embries, nimero de pontuacdes
verdes e 0 numero de plantulas regeneradas. Aplicou-se o teste de Tukey a 5%
por meio do programa estatistico SISVAR. Foi obtido um protocolo eficiente de
regeneragdo de plantas a partir de embrides maduros para esta espécie. A

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 123



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

auséncia de reguladores promove a formacéo de calos, mas ndo a regeneracao
de plantas de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl|..

Palavras-chave : Brugmansia suaveolens Ber. & Presl.. Calogénese.
Regeneracdo. Embrido Maduro. Biotécnicas.

Introducéo

O trombeteiro (Brugmansia suaveolens Ber. & Presl.) € uma planta
medicinal pertencente a familia das solanaceae que produz metabdlitos
secundarios da classe dos alcaldides com grande importancia para a
indUstria farmacéutica (Sato et al.,, 2001). A producédo do alcaléide é
freqiientemente tecido especifico. Em Datura L., Brugmansia Ber. & Presl,,
Atropa L., Hyoscyamus L. e outras plantas, o sitio de producdo do
alcaldide é a raiz (Robins, 1991) e, posteriormente estes alcaléides séo
transportados para as partes aéreas (Yukimune et al., 1994).

Na literatura, sdo escassos os trabalhos com a inducdo a
calogénese e regeneracdo de plantas em Brugmansia suaveolens Ber. &
Presl.. Outro ponto € que, pela importancia farmacéutica desta espécie, 0
estabelecimento de um eficiente sistema de cultura de tecidos e
regeneracdo de plantas é pré-requisito fundamental para a engenharia
genética, principalmente utilizando-se o sistema Agrobacterium para
inser¢cdo de genes e obtencdo de cultura de raizes (hairy roots) com a
finalidade de obter sistemas high scale comerciais (Sheludko, 2010) e
prover um grande numero de regenerantes em pouco espaco de tempo
(Nithiya e Arockiasamy,2007).

Para se conseguir a transformacdo genética com Agrobacterium
rhizogenes é necessario se conhecer diversos fatores como a resposta da
espécie frente a cultura de tecidos in vitro e a sua regeneracédo (Nifio et al.,
2003). Varios fatores podem afetar a performance de diferentes espécies
em cultivo in vitro: composicdo de macro e micronutrientes, vitaminas,
aminodcidos ou outras fontes suplementares, acUcares, compostos
organicos (suco de laranja, agua de coco), agentes geleificantes e
reguladores de crescimento (Parsaeimehr e Alizadeh, 2010).
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O objetivo deste trabalho foi o estabelecimento de protocolo de
regeneracdo eficiente de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. com a
cultura de calos e regeneracao de plantas a partir de embriées maduros .

Materiais e métodos

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Bioquimica e
Genética (LABIOGEN), da Universidade Federal do Parana - Campus
Palotina. Neste estudo foram utilizadas sementes de Brugmansia
suaveolens Ber. & Presl. do bi6tipo branco, oriundas de uma propriedade
do municipio de Palotina - Pr. As sementes foram coletadas de mesma
planta e tiveram os tegumentos retirados mecanicamente. Para a
assepsia, em camera de fluxo laminar , estas foram submergidas em
alcool 70% por 5 min. e em hipoclorito de sodio 2% acrescido com duas
gotas de TWEEN 80, por 20 min e ap6s foram lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada. Em seguida, os embrides foram excisados com
auxilio de um estereomicroscépio e bisturi, e foi feito um corte longitudinal
afim de retirar os embrides.

Foram usados para indu¢do, manutencdo e regeneragdo o meio
MS (Murashige & Skoog, 1962), com a metade da concentracdo de
macronutrientes e micronutrientes com concentracées decrescentes de
2,4-D (Acido 2,4- Diclorofenoxiacético) e KIN (cinetina) solidificados com
8.0 g.L™" de agar, contendo 30 g.L™ de sacarose e carvdo ativado 1 g.L™ e
com pH ajustado para 5.8 (Tabela 1).

Em todas as etapas do cultivo, a temperatura 23°C *. 2. Nas fases
de inducdo os embries permaneceram no escuro por 7 dias e nas fases
de manutencédo e regeneracao, a luz com fotoperiodo de 16 horas luz e 8
horas escuro.

Apés 30 dias de cultivo em meio indutor, os embries foram
avaliados quanto a formagéo de calos. Decorridos 15 dias (45° dia) na fase
de manutencao, o nimero de pontuacdes verdes foi avaliado. O nimero
de plantulas regeneradas foi avaliado no 60° dia. Para a quantificacdo do
tamanho dos calos utilizou-se de um paquimetro de precisdo (0,1 mm). O
namero de embrides germinados foi também quantificado.
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Tabela 1 - Concentracdo dos reguladores de crescimento nas fases de

inducdo, manutencéo.

Concentracdo de Reguladores de Crescimento

Tratamentos 2,4-D (mg L™ KIN (mg L™
Inducgéo
T1 0,0 0,0
T2 0,0 0,5
T3 0,0 1,0
T4 0,5 0,0
T5 0,5 0,5
T6 0,5 1,0
T7 1,0 0,0
T8 1,0 0,5
T9 1,0 1,0
Manutencéo
T2 0,0 0,25
T3 0,0 0,5
T4 0,25 0,0
T5 0,25 0,25
T6 0,25 0,5
T7 0,5 0,0
T8 0,5 0,25
T9 0,5 0,5

A andlise de variancia foi realizada considerando as diferentes
combinacdes de reguladores como tratamentos e, as placas, como
repeticdes, aplicando-se o teste Tukey a 5% para diferenciar as médias
por meio do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 1999).
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Resultados

As etapas de inducdo de calos e obtencdo de plantulas
regeneradas estdo demonstradas na Figura 1. Os explantes utilizados
foram embrides maduros com cerca de 2 a 3 mm (Figura 1A). A iniciagao
da formacéo de calos foi observada a partir de 30 dias apés os embriGes
terem sido dispostos no meio de cultura (Figura 1C). Os calos
embriogénicos foram observados no meio de manutencédo a partir do 40°
dia (Figura 1D). As plantulas com um sistema radicular bem desenvolvido
foram observadas no meio de regeneracdo apés 55 dias de cultivo (Figura
1F).

Um dos requisitos basicos de um protocolo eficiente € a sua
rapidez em obter plantulas regeneradas. Os dados permitem concluir que
em Brugmansia suaveolens Ber. & Presl, o tempo médio requerido para a
obtencdo de plantula é de 60 dias ou 8 semanas. Em Datura innoxia,
Rahman et al. (2008), cometam sobre o periodo minimo de 6 semanas;
Zayed et al. (2006), 10 meses sem a adicdo de hormdnios.

Na Figura 2 apresenta-se o numero de embrifes que germinaram
(porcentagem). Na Figura 3 a porcentagem de embries que sofreram a
inducdo e desenvolveram calos. Na Figura 4 o tamanho médio dos calos
(em milimitros) induzidos por repeticdo. Na Figura 5 o percentual de calos
que formaram pontos embriogenicos. Na Figura 6 o percentual de plantas
regeneradas.

As percentagens de germinacdo dos embrides nos diferentes
tratamentos foram similares estatisticamente e variaram de 78 a 100%. O
tratamento 1 (controle) apresentou 80% de germinacdo, 0 que demonstra
gue o meio MS pela metade é por si s6 indutor da germinacgéo in vitro,
possivelmente explicado pela presenca de agua e nutrientes.

Em relacdo a porcentagem de calos induzidos, os tratamentos 2,
3, 6,7 e 8 apresentaram as melhores perfomances. Apenas no tratamento
9 (21% de calos induzidos), os resultados permitem concluir que
concentracdes elevadas de 2,4-D e KIN foram inibidores para a formacao
de calos nesta espécie.
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Figura 1 - (A) embrido inteiro com cerca de 3 mm; (B) calo induzido; (C)
calo embriogénico; (D) calos apresentando pontuagbes verdes; (E)
plantula em meio de regeneracao; e (F) plantula regenerada e aclimatada.

O tamanho médio dos calos foi de 2.29 mm, sendo que o
tratamento 6 (0.5 mg L™ de 2,4-D e 1mg L™ de KIN) foi estatisticamente
distinto dos demais originando os maiores calos (2.3 cm). O tratamento 9
com as maiores concentracdes de reguladores de crescimento apresentou
um efeito inibidor sobre o tamanho dos calos (0.4 cm) como pode ser
observado na figura 4.
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Embrides germinados (%)

Tratamentos

Figura 2 - Embrides germinados de B. suaveolens Ber. & Presl. em
diferentes concentracdes de 2,4-D KIN. Valores sdo apresentados como
média + desvio padrdo (n=50).
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Figura 3 - Calos induzidos de B.suaveolens Ber. & Presl. em diferentes

concentracbes de 2,4 D e Kin. Valores sao apresentados como médiat
desvio padrédo (n=50).

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 129



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacao Vegetativa de Plantas

v 4

Tamanho médio dos calos

1 2 3 4 S 6 7 8 a
Tratamentos

Figura 4 - Tamanho médio de calos de B.suaveolens Ber. & Presl. em
diferentes concentragfes de 2,4 D e Kin. Valores sdo apresentados como
médiat desvio padrao (n=50).
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Figura 5 - Pontos embriogénicos de B. suaveolens Ber. & Presl.em
diferentes concentrac6es de 2-4 D e KIN. Valores sdo apresentados como
médiat desvio padrao (n=50).
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Figura 6 - Plantas regeneradas de B.suaveolens Ber. & Presl. em diferentes
concentragdes de 2-4 D e KIN. Valores sdo apresentados como médiat
desvio padrao (n=50).

A porcentagem de inducdo de calos variou de 26-100%, e a
eficiéncia de regeneracdo variou de 0 a 32%. As dosagens de 0,5 mg.L™
de2-4Del,0 mg.L'l KIN (tratamento 6) mostrou-se ser o mais eficiente
com as melhores respostas para inducdo de calos, maior tamanho de
calos, maior nimero de pontos embriogénicos e plantulas regeneradas.
Altas concentracdes de reguladores de crescimento (1 mg.L™ de 2-4 D e
1,0 mg.L'l KIN) mostraram-se inibidoras da calogénese e regeneracéo e a
auséncia destes reguladores promoveram a formacéo de calos mas nao a
regeneracdo de plantas de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl.

Conclustes

Foi obtido um protocolo eficiente de regeneracdo de plantas a
partir de embries maduros onde os tratamentos diferiram entre si.
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Resumo

Os estudos citogenéticos de espécies vegetais auxiliam a resolugéo de
problemas taxonémicos, minimizando as dificuldades na sua identificagdo correta.
Uma das caracteristicas citogenéticas mais freqlientemente avaliadas € o numero
de cromossomos. Entre as inlmeras espécies vegetais encontradas no territorio
brasileiro, de interesse medicinal, temos a Luehea divaricata Martius (Tiliaceae),
conhecida popularmente por acoita-cavalo. Este trabalho foi desenvolvido para
determinar o ndmero cromossémico de populagGes nativas de L. divaricata
ocorrentes no Rio Grande do Sul, visando preservacdo de germoplasma da
espécie e futuros trabalhos de melhoramento genético. Foram utilizadas
sementes de duas populacdes da espécie L. divaricata para obtengéo das pontas
de raizes. Foram coletadas radiculas com aproximadamente 2 cm de
comprimento, e colocadas em pré-tratamento a frio por 22 horas, posteriormente
fixadas em etanol:acido acético (3:1). Para o preparo das laminas, as pontas de
raizes foram colocadas em HCI 1N para amaciar a parede celular e em seguida
foram lavadas em agua destilada e seguiu-se a técnica de esmagamento e
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coloragdo com orceina acética 2%. Os resultados obtidos sdo a primeira
contagem dos cromossomos de Luehea divaricata nativa do Rio Grande do Sul e
as células apresentaram 2n=20 cromossomos.

Palavras-chave : cromossomos, planta medicinal, espécie arbérea

Introducéo

O potencial econémico de espécies medicinais nativas no Brasil é
imenso, tanto que tais espécies sao consideradas uma riqueza a ser
preservada e utilizada, sendo necessario conservar a diversidade genética
vegetal disponivel. E para otimizar a utilizacdo dos recursos medicinais
nativos de um pais, sdo indispensaveis estudos de caracterizacdo do
germoplasma de uma espécie e também propiciar que as mesmas sejam
incluidas em um programa de melhoramento genético (Pereira et al.,
2006).

Entre as indmeras espécies vegetais encontradas no territério
brasileiro, de interesse medicinal, temos a Luehea divaricata Martius,
conhecida popularmente por acoita-cavalo. Sua aplicacdo medicinal esta
voltada ao tratamento de bronquite, laringite e disenteria, sendo suas
folhas usadas por decocc¢éo ou infusdo. Os estudos fitoquimicos indicam
que esse Vvegetal apresenta grande quantidade de taninos e
monoterpenos, tanto na casca como no caule (Lorenzi, 2002). Além do
interesse medicinal a L. divaricata tem grande importancia na inddstria
madeireira, pois, apresenta madeira de qualidade, com média
retratibilidade e baixa resisténcia mecanica e é indicada para a confecgéo
de méveis vergados e pegas torneadas (Rizzini, 1971).

A acoita-cavalo € uma arvore pioneira em varias formacdes
florestais. Trata-se de uma espécie heliéfita, ou seja, vegeta
preferencialmente em locais de bastante luz, além de ser seletiva higréfila,
isto €, em solos bastante iumidos (Reitz et al, 1988).

No Rio Grande do Sul, ocorre em todas as bacias hidrogréficas.
Apresenta uma dispersédo irregular e descontinua, sendo particularmente
freqliente ao longo dos rios, terrenos rochosos e ingremes, onde a floresta
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€ mais aberta e nas capoeiras mais desenvolvidas. Foi observada em
todas as regides fitogeograficas; inclusive no Escudo Rio-Grandense e na
Campanha Gaucha, onde se torna uma das arvores caracteristicas e
emergentes das matas de galeria. E encontrada praticamente desde o
nivel do mar até 950 metros de altitude no planalto (Reitz et al, 1988;
Lorenzi, 1992).

A L. divaricata perde totalmente suas folhas durante o inverno,
floresce nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro, seus frutos
encontram-se maduros de maio a junho (Lorenzi, 1998). E considerada
uma das 55 arvores mais importantes para o reflorestamento de areas
degradadas, assim como a cabrelva, cedro, coronilha, ipé-roxo, maria-
preta, murta, peroba, salveiro, timbalva, entre outras (Reitz et al, 1988;
Lorenzi, 1992).

Os estudos citogenéticos de espécies vegetais auxiliam a
resolucdo de problemas taxonémicos, minimizando as dificuldades na sua
identificacdo correta. Uma das caracteristicas citogenéticas mais
freqientemente avaliadas € o nimero de cromossomos, 0S quais
representam o primeiro conjunto de dados que leva a uma compreenséo
da genética de qualquer espécie. Para Sybenga (1998), a citogenética
fornece informacdes indispensaveis para a manipulagao de plantas. Neste
contexto, o nimero cromossdmico € um dos parametros mais utilizados
para a caracterizagdo citoldgica de uma espécie que, aliado a outros
caracteres citologicos, fornece informacBes para o entendimento das
alteragGes genéticas envolvidas (Auler et al, 2006).

Este trabalho foi desenvolvido para determinar o0 numero
cromossémico de duas populacdes nativas de L. divaricata ocorrentes no
Rio Grande do Sul, visando caracterizacéo citogenética e futuros trabalhos
de melhoramento genético.

Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal
da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS. Foram utilizadas
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sementes de duas populacdes da espécie L. divaricata. As sementes
foram coletadas em maio de 2010, no municipio de Sdo Francisco de
Assis.

Para a contagem cromossémica das populacdes, foram colocadas
sementes para germinar. As quais foram distribuidas de modo uniforme
sobre duas folhas de papel filtro, umedecidas com 5 mL de agua e
mantidas em temperatura ambiente (+/- 25 °C), até atingir a fase para
coleta de material especifico para estudo citogenético. As radiculas foram
pré-tratadas a frio por 22 horas, apés, estas radiculas foram fixadas em
fixador 3:1 (etanol: acido acético), por 24 horas. Depois de fixadas foram
armazenadas em etanol 70%, em geladeira até o preparo das laminas.

Para o preparo das laminas, as pontas de raizes foram colocadas
em HCI 1N para amaciar a parede celular e em seguida foram lavadas em
agua destilada. Apos, o meristema radicular foi retirado, com auxilio de
agulhas histoldgicas e microscopio estereoscopico, sendo colocado sobre
a lamina, corado com uma gota de corante orceina acética 2% e
esmagado com bastdo de vidro. Posteriormente, o material foi coberto com
laminula.

As laminas foram observadas ao microsc6pio com aumento de 40x
e fotografadas as melhores metafases, ou seja, aquelas com bom
espalhamento dos cromossomos.

Resultados e discussdes

Os resultados obtidos para contagem dos cromossomos de L.
divaricata séo inéditos, ja que ndo foram encontrados relatos na literatura a
respeito de contagens do nimero de cromossomos dessa espécie e tendo
em vista que ainda sdo escassos os trabalhos sobre a caracterizacao de
germoplasma de plantas medicinais nativas. Além disso, o presente estudo
podera vir a auxiliar em futuros estudos de taxonomia, trabalhos de
melhoramento genético e conservagdo desta espécie, ja que tem grande
importancia na indastria moveleira, com finalidade ambiental, além das
propriedades medicinais.
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As células observadas possuem 2n=20 cromossomos (Figura 1),
sendo portanto, considerado esse o numero diploide desses gendétipos
coletados no Rio Grande do Sul.

Outros autores, tem priorizado estudos de caracterizacdo
citogenética enfatizando o nimero de cromossomos, tais como Pereira et
al. (2006) que determinaram pela primeira vez o numero de
cromossomos de Achyrocline satureioides e registraram 2n=24
cromossomos nas populacdes nativas do Rio Grande do Sul estudadas.

Biondo et al. (2005) caracterizaram citogeneticamente através da
contagem do nimero de cromossomos, as espécies arboreas da familia
Caesalpinoideae conhecidas como Senna macranthera e Peltophorum
dubium que apresentaram 2n = 26 cromossomos, enquanto que Senna
multijuga e Schizolobium parahyba apresentam 2n = 24 cromossomaos.

Figura 1 - Célula em metafase de Luehea divaricata exibindo 2n=20
cromossomos. Escala=4u.

Foi também realizada a determinag&o do nimero de cromossomos
de duas espécies florestais da familia Fabaceae, Parkia pendula e Dinizia
excelsa por Barela e Karsburg (2007) que registraram para ambas
espécies 2n=22 cromossomos.
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No entanto, apesar dos esfor¢os de pesquisas para determinacdo
do nimero de cromossomos de varias espécies arbdreas e medicinais,
existe ainda uma lacuna a ser preenchida nessa area de caracterizacéo
citogenética.

Conclusao

Conclui-se que as populacdes estudadas de Luehea divaricata
possuem 2n=20 cromossomaos, 0s quais foram contados pela primeira vez,
de que se tém noticia, para essa espécie nativa do Rio Grande do Sul.
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Resumo

Estudos citogenéticos para caracterizacdo de germoplasma e
estudos da estimativa da viabilidade polinica de espécies vegetais, sao
essenciais para propiciar a inclusdo das mesmas em um programa de
melhoramento genético. Devido a importancia da espécie medicinal
Sphagneticola trilobata L. Pruski, esse trabalho objetivou realizar o estudo
comparativo de duas metodologias de coloracdo para estimar a viabilidade
dos gréos de pélen visando a inclusdo da mesma em um futuro programa
de melhoramento genético. Foram coletadas inflorescéncias da espécie S.
trilobata no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. As
inflorescéncias das plantas de 01 populacdo foram fixadas em etanol:acido
acético (3:1) durante um periodo de 24 horas, em temperatura ambiente.
Apés, foram transferidas e conservadas em etanol 70% sob refrigeracdo
até o preparo das laminas pela técnica de esmagamento. As metodologias
utilizadas para coloracdo foram com o uso de dois corantes: carmim
acético 2% e reativo de Alexander (verde-malaquita + fuscina acida).
Foram contados 300 gréos de pdlen com cada metodologia de coloracdo e
feita analise estatistica com auxilio do programa Bioestat 4.0. Os dados
foram analisados pelo teste qui-quadrado (x) a 5% (p < 0,05). Conclui-se
gue S. trilobata possui alta viabilidade polinica, porém nao houve distingéo
entre os corantes.
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Palavras-chave : Viabilidade polinica. Carmim acético 2%. Reativo de
Alexander. Sphagneticola trilobata.

Introducéo

Estudos citogenéticos para caracterizacdo de germoplasma e
estudos da estimativa da viabilidade polinica de espécies vegetais, sao
essenciais para propiciar a inclusdo das mesmas em um programa de
melhoramento genético. Dentre espécies importantes nativas do Rio
Grande do Sul com potencial econbémico estad a espécie medicinal
conhecida como insulina vegetal. Sphagneticola trilobata L. Pruski (Familia
Asteraceae), que é uma erva nativa dos trépicos da América Central e
naturalizada em muitas outras areas tropicais Umidas do mundo. Impede a
regeneracdo de outras espécies locais. E cultivada como ornamental,
sendo tolerante a inundacdes e altos niveis de salinidade (Wagner et al.,
1990). Suas infusdes sdo utilizadas no sul do Brasil para tratamento de
diabetes, por isso seu nome comum de insulina. Estudos de seus extratos
aquosos mostraram (Kadea et al., 2010) efeito hipoglicémico consideravel
em ratos.

A determinacéo da viabilidade do pdlen pode ser feita por métodos
diretos, tais como a indugdo da germinacéo do polen in vivo ou in vitro e,
por métodos indiretos, baseados em parametros citolégicos, como a
coloracéo (Shivanna e Johri, 1985; Dafni, 1992; Shivanna e Rangaswamy,
1992; Kearns e Inouye, 1993). Na literatura, ndo ha a descricdo de um
teste de viabilidade polinica universal utilizando um corante especifico
(Techio et al. 2006).

Devido a importancia da espécie medicinal S. trilobata, esse
trabalho objetivou realizar o estudo comparativo de duas metodologias de
coloracdo para estimar a viabilidade dos grédos de pdlen visando a incluséo
da mesma em um futuro programa de melhoramento genético.
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Metodologia

Foram coletadas inflorescéncias da espécie S. trilobata (Figura 1)
no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. O experimento foi
realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade
(LABCITOGEN) do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais
e Exatas (CCNE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As
inflorescéncias das plantas de 01 populacdo foram fixadas em etanol:acido
acético (3:1) durante um periodo de 24 horas, em temperatura ambiente.
Apés, foram transferidas e conservadas em etanol 70% sob refrigeracdo
até o preparo das laminas. As laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento (Guerra e Souza, 2002).

As metodologias utilizadas para coloracdo foram com o uso de
dois corantes: carmim acético 2% e reativo de Alexander (verde-malaquita
+ fuscina &cida). O corante carmim acético 2% cora imediatamente os
graos de pdlen, sendo considerados viaveis os grdos corados e inviaveis
0s nédo corados, bem como os diminutos. Na utilizagdo do corante reativo
de Alexander foi necessario realizar a observacao somente apés 24 horas,
devido a reagdo completa de coloragcdo e foram considerados viaveis os
graos de pdélen com coloracdo purpura, enquanto que os com coloracao
azul-esverdeada foram considerados inviaveis, bem como os diminutos.

Avaliou-se 10 laminas da populacdo coletada, contando-se 300
gréos de podlen com cada metodologia de coloracdo e os mesmos foram
observados com auxilio de um microscépio 6tico com lente objetiva de
40x. Ap6s a contagem, foram feitos calculos para obtencdo da
percentagem de coloracdo dos graos de pdlen. Sendo usada para célculo
da percentagem a seguinte férmula: viabillidade do polen (%) = (n° de
gréos de polen corados / n° total de gréos de pélen) x 100.

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Bioestat
4.0. Os dados foram analisados pelo teste qui-quadrado (x°) a 5% (p <
0,05).
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Figura 1- Planta da espécie Sphagneticola trilobata em periodo de floragao
(abril de 2011), Campus, UFSM, Santa Maria, RS.

Resultados e discussoes

Os resultados obtidos para S. trilobata apresentam-se na Tabela 1.
Observou-se comparativamente entre os corantes utilizados que nao
houve diferenca significativa entre os mesmos (x2 = 2,418). Entre as
médias gerais dos dois corantes, ndo ocorreu diferenca significativa na
estimativa da viabilidade dos grédos de pdlen de S. trilobata (Tabela 1).

Techio et al. (2006) registraram que ndo existe descricdo de um
teste de viabilidade universal utilizando um corante especifico. Para
Alexander (1980), alguns corantes tem a aplicacdo limitada, pois
apresentam a capacidade para corar somente pélens funcionais ou
viaveis, enquanto os inviaveis sao identificados por ndo apresentarem
coloracdo. Portanto, tais corantes ndo sdo adequados para espécies com
grdos de polen que apresentam paredes espessas, que dificultam a
penetracdo do corante, impedindo a coloracdo. A viabilidade polinica é
considerada alta acima de 70%, de acordo com Souza et al. (2002).

Espécies medicinais foram estudadas por diversos autores para
verificar a estimativa da viabilidade polinica, entre essas, da familia
Asteraceae foram feitos estudos quanto a viabilidade polinica por Tedesco
et al., 2010 que registraram alta viabilidade polinica em Achyrocline
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satureiodes (Lam.) D.C. (marcela ou macela). Outras espécies medicinais,
como Hyptis mutabilis da familia Lamiaceae também apresentaram valores
altos de viabilidade polinica em quatro populagbes estudadas, 71.19 a
92.34% e 83.25 a 96% (Fachinetto e Tedesco, 2009). A espécie Maytenus
ilicifolia (Mart. ex Reiss.) da familia Celastraceae, apresentou viabilidade
polinica alta variando de 80.9 a 99.4% (Lunardi et al., 2004).

Tabela 1 - Médias da viabilidade polinica para a populagao de Sphagnetico
trilobata com os corantes carmim acético 2% e reativo de Alexander.

Corantes Poélens viaveis  Pdlens inviaveis  Viabilidade (%)
Carmim acético 2% 286 14 95,33%
Reativo de Alexander 293 7 97,66

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste (x°) a
5% de probabilidade.

Os resultados apresentados demonstram que a espécie S.
trilobata tem alta taxa de viabilidade polinica, o que viabiliza a inclusdo
dessa espécie em um programa de melhoramento genético.

Conclusao

Conclui-se que S. trilobata possui alta viabilidade polinica ndo
existindo distingdo entre os corantes carmim acético 2% e reativo de
Alexander.
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Resumo

No Brasil, grande parte da populacdo encontra nas plantas medicinais
importante fonte de recurso terapéutico. Dentre as plantas com importancia
medicinal se encontra Commelina erecta L., usada na medicina popular como
colirio e conhecida popularmente como erva-de-santa luzia. O presente estudo
teve como objetivo realizar a estimativa da viabilidade polinica de Commelina
erecta nativa do Rio Grande do Sul, visando o melhoramento genético da espécie.
Foram coletados botbes florais de 01 populacdo de Commelina erecta e
comparados 03 corantes diferentes: orceina acética 2%, carmim acético 2% e
reativo de Alexander. Para a estimativa da viabilidade polinica, os botGes forais
foram fixados em etanol:acido acético (3:1) por 24h e conservados em éalcool 70%
sob refrigeracdo. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e
entdo contados 300 grdos de pdlen por corante. Observou-se 99,66% de
viabilidade polinica para os corantes orceina acética 2% e carmim acético 2% e
99% para o reativo de Alexander, ndo havendo diferencas significativas entre os
corantes. Conclui-se que Commelina erecta possui alta viabilidade polinica,
podendo ser incluida em um programa de melhoramento da espécie.

Palavras-chave : Grdo de pélen. Commelina erecta. Plantas medicinais.

Introducéo

No Brasil, grande parte da populacdo encontra nas plantas
medicinais importante fonte de recurso terapéutico e isso é devido a varios
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fatores, dentre os quais destaca-se a falta de recursos financeiros para
serem utilizados os beneficios da medicina tradicional. Portanto, a
populacdo tem necessidade de uso das plantas medicinais nativas, porém
tem-se constatado a ocorréncia de perdas associadas a biodiversidade
brasileira e conseqiiente diminuicdo do nimero de espécies empregadas
para tratamento das enfermidades (Baldauf et al., 2009). As plantas
medicinais sdo muito utilizadas na medicina popular, sendo algumas
vezes, a Unica fonte de medicacdo que a populacdo tem acesso
(Fachinetto e Tedesco, 2009). Estudos de caracterizagdo citogenética,
como andlise da viabilidade polinica séo Uteis para realizacdo de futuros
trabalhos de melhoramento genético.

Entre as plantas com potencial medicinal, estdo as espécies da
familia Commelinaceae, como a Commelina erecta L., nativa no sul do
Brasil. Essa é a espécie mais abundante do género, distribuindo-se em
todas as regifes do Estado, sendo também a que apresenta maior
variagdo nos caracteres morfologicos, possivelmente em resposta ao
ambiente, especialmente pilosidade, forma da lamina e base foliar e
coloragéo dos verticilos florais (Maia, 2006). A planta possui propriedades
medicinais relatadas do seu uso como colirio (Baldauf, 2009), além da
importancia  econdmica da familia por algumas espécies serem
ornamentais, devido a beleza de suas flores e folhagem, como no caso da
Commelina erecta (Lorenzi e Souza, 2001). Considerando a importancia de
estudos citogenéticos para trabalhos de melhoramento (Auler et al., 2006),
existe um crescente interesse por espécies, tanto de valor medicinal
quanto ornamental (Guerra, 1990; Lovatto & Battistin, 1997; Pedrosa et al.,
1999; Pagliarini, 2000).

Outras espécies nativas do Rio Grande do Sul tem sido estudadas
para estimar a viabilidade polinica com vistas ao melhoramento genético,
tais como Tedesco et al. (2010), estudaram a espécie Achyrocline
satureiodes (Lam.) DC., e os resultados mostraram alta viabilidade dos
seus grdos de poélen e Auler et al. (2006) que encontraram de 88.90 a
98.95% de gréos de pdlen viaveis para Baccharis trimera (Less.) DC. com
a utilizacdo de carmim propibnico 2%, orceina acética 2% e reativo de
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Alexander. Hister et al. (2010) encontraram alta viabilidade polinica para a
espécie medicinal Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Troncoso.

O presente estudo teve como objetivo realizar a estimativa da
viabilidade polinica de Commelina erecta nativa do Rio Grande do Sul,
através de trés metodologias de coloracao, visando futuros trabalhos de
melhoramento genético da espécie.

Metodologia

Para andlise da viabilidade dos grdos de pélen de Commelina
erecta (Figura 1), as inflorescéncias de uma populacado (Campus—UFSM)
foram coletadas no campo e imediatamente fixadas em Carnoy 3:1
(etanol:acido acético) por 24 horas a temperatura ambiente, sendo
transferidas para etanol 70% e armazenadas sob refrigeracdo. As laminas
foram preparadas pela técnica de esmagamento das anteras (Guerra &
Souza, 2002). Foram utilizados para a coloracdo 3 tipos de corantes:
orceina acética 2%, carmim acético 2% e reativo de Alexander.

Para realizar a estimativa da viabilidade dos grdos de pélen, as
laminas foram preparadas e contados 300 grdos de podlen por corante,
obtidos de 3 plantas de uma populacdo. Para os corantes orceina acética
2% e carmim acético 2%, foram considerados viaveis os grdos de pdlen
que se apresentaram corados e inviaveis, os ndo corados. Para o corante
reativo de Alexander, foram considerados viaveis os graos de pdlen de cor
purpura e inviaveis de cor verde-claro-azulado. Os grao de pdlen foram
medidos com auxilio de uma ocular micrométrica adaptada ao
microscopio.

Os dados foram analisados pelo teste estatistico de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 1 - Planta da espécie Commelina erecta, familia Commelinaceae.
Resultados e discussfes

Os resultados obtidos a partir dos botBes florais da espécie
medicinal Commelina erecta, estdo apresentados na Tabela 1. Pode-se
observar que 99,66% dos grédos de pélen corados com orceina acética e
carmim acético 2% foram viaveis, ndo havendo diferenga estatistica entre
0s mesmos (Tabela 1). Ja, os graos de pdlen corados com reativo de
Alexander (Figura 2) mostraram 99% de grdos viaveis e 1% de gréos
invidveis e também ndo diferiram significativamente dos demais
tratamentos.

Tabela 1 — Comparacao da viabilidade polinica de Commelina erecta com
diferentes corantes.

Orceina acética 2% Carmim acético2%  Reativode  Alexander

Populago N* % viabilidade N %viabiidade N 9%viabilidade

CampusUFSM 299 99,664 299 99,66 a 29 Va

*N
Numero de pdlens viaveis.
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Estudos da viabilidade polinica foram realizados com plantas
medicinais nativas por varios autores, como por Lunardi et al. (2004) que
registraram 80,9 a 99,4% de viabilidade em Maytenus ilicifolia (Schrad.)
Planch; Auler et al (2006) que encontraram de 88.90 a 98.95% de grdos de
pélen viaveis para Baccharis trimera com a utilizacao de carmim propidnico
2%, orceina acética 2% e reativo de Alexander; Tedesco et al. (2010)
observaram que 96,66% de graos de pdlen de Achryrocline satureioides
foram viaveis com orceina acética.

Figura 2 — Graos de polen de Commelina erecta. A- grao de pdlen inviavel
(diminuto); comprimento=50um, largura=25um. B- grdo de poélen viavel;
comprimento=100um, largura=72,5um.

Concluséao

Por meio da metodologia de coloracdo comparativa com diferentes
corantes, conclui-se que Commelina erecta possui alta viabilidade polinica,
podendo ser incluida em um programa de melhoramento da espécie.
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Resumo

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.), leguminosa pertencente a Familia
Fabaceae, € um alimento protéico amplamente consumido pela populacédo
brasileira. O melhoramento genético do feijdo tem priorizado o aumento da
capacidade de produzir sementes, gréos e a resisténcia a doencas. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho foi, estudar a viabilidade polinica da cultivar
mesoamericana Pérola e cultivar andina Irai de feijdo. A andlise da viabilidade
polinica foi feita através da coleta de botSes florais de cultivares de feijao
mantidas em estufa, os quais foram fixados em etanol:acido acético (3:1) e
armazenados sob regrigeragdo. O preparo de laminas foi realizado pela técnica de
esmagamento das anteras e coloragdo com distintos corantes: orceina acética a
2% e reativo de Alexander. Foram analisadas, em média 16 laminas por cultivar
para a realizagdo da estimativa da viabilidade dos grdos de pdlen, a qual foi feita
contando-se 400 graos de polen por planta, obtidos de duas plantas de cada vaso,
sendo quatro vasos de cada cultivar. Os resultados mostraram que ndo ocorreram
diferencas significativas entre as cultivares, entre os corantes, concluindo que as
duas possuem alta taxa de viabilidade, indicando que a incompatibilidade gerada
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nos cruzamentos entres estas cultivares ndo esta relacionada a viabilidade do
poélen.

Palavras-chave : Citogenética. Viabilidade polinica. Feijao.

Introducao

O Phaseolus vulgaris L. (feijdo comun) é um dos mais importantes
componentes da dieta alimentar do brasileiro, por ser reconhecidamente
uma excelente fonte protéica, além de possuir bom conteddo de
carboidratos, vitaminas, minerais, fibras e compostos fenélicos, com acéo
antioxidante, que podem reduzir a incidéncia de doencas (Perina, 2008).

As pesquisas sobre o feijao tém considerado trés aspectos sobre a
cultura: produtividade, resisténcia a doencas e qualidade do produto. No
Brasil, o cultivo de feijdo pode ser realizado durante todo o ano,
principalmente, em razdo da grande variacdo de condi¢Bes de clima e de
solo nas diversas regides do pais (Borém; Carneiro, 1998).

No Brasil, feijdes do grupo mesoamericano sdo preferidos pela
populacdo, e esta preferéncia se da pelos tipos de gréos carioca e preto.
Cultivares com caracteristicas andinas, devido ao tamanho da semente,
possui pouca aceitabilidade no comércio, dificultando o trabalho do
melhorista, uma vez que estas exigéncias, muitas vezes, reduzem o
namero de genitores para cruzamentos (Carbonell et al. 1999). Contudo, o
aproveitamento de uma maior divergéncia genética, por meio do
cruzamento entre cultivares andinas e mesoamericanas, em indmeras
situacdes, ndo ¢é possivel em consequéncia da ocorréncia de
incompatibilidade genética manifestada nas plantas da geracéo F; (Vieira
et al., 2005).

Conforme Sybenga (1998), a citogenética possui duas fungbes
principais no melhoramento de plantas: primeiramente, gerar informacdes
e, apos, fornecer métodos para a subseqiiente manipulacdo genética. O
pressuposto basico dos programas de melhoramento genético vegetal esta
fundamentado na obtencdo de cultivares superiores, a partir da
manipulacdo genética existente no germoplasma de determinada espécie.
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Dentre os fatores mais importantes para o sucesso desses programas
destacam-se a selecdo de gendtipos e os cruzamentos. A eficacia dos
cruzamentos, tanto entre variedades e cultivares de uma espécie como
entre espécies, depende diretamente da viabilidade do pdlen (Techio et al.,
2006).

A viabilidade do pélen é um parametro de grande importancia no
estudo de plantas, pois, além de evidenciar a potencialidade reprodutora
masculina da espécie, contribui em estudos taxondmicos, ecoldgicos,
palinolégicos, fornecendo informagdes basicas para a aplicagdo pratica na
conservacao genética, bem como na agricultura, para o planejamento de
algum tipo de melhoramento ou cultivo (Alexander, 1980). No caso do
feijdo, 0s recursos genéticos bem caracterizados permitem ganhos
genéticos mais promissores no melhoramento e potencializam o uso
destes pelo proprio agricultor.

Os objetivos deste trabalho foi determinar a viabilidade dos gréos
de podlen da cultivar mesoamericana Pérola e da cultivar andina Irai de
Phaseolus vulgaris L. (feijdo) através da comparagdo entre dois métodos
de coloracao.

Metodologia

As analises foram feitas no Laboratério de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade, do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio
Grande do Sul, Brasil. O material vegetal utilizado foram botdes florais da
cultivar de feijdo mesoamericana: Pérola e da cultivar de feijao andina: Irali,
semeadas em vasos plasticos com capacidade de 5 L e cultivadas em
casa de vegetacdo no Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio
Grande do Sul, Brasil.

Durante o periodo de floracdo foram coletados botfes florais em
diversos estadios de desenvolvimento e fixados em alcool absoluto-acido
acético glacial (3:1), durante o periodo minimo de 24 horas e maximo 72
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horas, a temperatura ambiente, entre 18°C a 25°C. Posteriormente, 0s
botdes florais foram transferidos para alcool etilico a 70° e mantidos sob
refrigeracdo até a sua utilizacdo. Para realizar a estimativa da viabilidade
dos grédos de pdlen, as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento das anteras (Guerra e Souza, 2002). Foram feitas duas
laminas de cada planta, contando-se 800 grdos de podlen por planta,
obtidos de duas plantas de cada vaso, sendo quatro vasos de cada
cultivar. Foram utilizados dois tipos de corantes, para posterior
comparacao entre os resultados de cada corante: orceina acética a 2% e
reativo de Alexander (verde-malaquita + fucsina acida) (Alexander, 1980).

Para a estimativa da viabilidade polinica pelo método de coloragéo
com orceina acética a 2%, os gréos de pélen foram considerados inviaveis
quando apresentarem tamanho visivelmente anormal, coloragcdo fraca,
protoplasma reduzido e/ou ausente, e viaveis 0s que apresentarem a exina
intacta, protoplasma bem corado com distribuicdo homogénea (Tedesco,
2000). Na andlise da viabilidade polinica o delineamento estatistico foi
inteiramente casualizado. A unidade experimental constou de duas laminas
por corante em que foram contados 400 gréos de pdlen por lamina. Cada
tratamento foi repetido quatro vezes, perfazendo um total de 1600 grdos de
pélen por repeticéo, totalizando 6400.

Resultados e discussdes

Na tabela 1 encontram-se o0s resultados da comparacdo das
estimativas da viabilidade dos grdos de pdlen com os dois diferentes
corantes para a cultivar mesoamericana Pérola e a cultivar andina Irai de
feijdo comum. Nas duas cultivares, ndo ocorreram diferencas significativas
dentro de cada corante testado. Observou-se, pela andlise dos resultados,
que o corante orceina acética 2% foi 0 que apresentou maior porcentagem
de viabilidade para as duas cultivares (99,79%), enquanto que o corante
reativo de Alexander foi 0 que apresentou uma menor porcentagem de
viabilidade (99,48%). Porém, estatisticamente ndo houve diferenca
significativa entre os corantes testados. Na comparacdo entre as
cultivares, dentro de cada corante, com orceina acética ndo houve
diferenca na viabilidade. No presente trabalho, a viabilidade polinica foi
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considerada alta acima de 95%, evidenciando que ndo houve diferencas
significativas entre as cultivares analisadas. Mesmo ndo havendo
diferencas significativas na comparacdo entre os dois corantes,
constatamos que o0 corante orceina acética pode ter superestimado a
viabilidade, pois cora polens vidveis e inviaveis com a mesma intensidade.
Como nao existe outro parametro comparativo, as vezes a distingdo entre
viaveis e inviaveis torna-se duvidosa.

Tabela 1 - Cultivares de feijdo e porcentagem de graos de pélen corados
com distintos corantes.

Orceina Acética 2% Reativo de Alexander
Cultivares N* % N* %
Pérola 6381 99,70* 6363 99,428
Irai 6391 99,38+ 6371 99,542
Total 12772 99,79 12734 99,48" .

namero de polens viaveis; % percentual de viabilidade. Médias seguidas
pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nédo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O corante reativo de Alexander é o mais indicado para estimar a
viabilidade do pdlen no feijdo, pois permitiu distinguir com mais seguranca
polen viavel do inviavel. As analises usando esse corante parecem
fornecer dados mais acurados sobre a viabilidade do pélen, pois se obtém
uma coloragao diferencial dos polens viaveis e ndo viaveis, devido a
utilizacdo simultdnea de verde malaquita e fucsina acida, os quais
apresentam coloracdo reversa. O primeiro tem afinidade pela celulose
presente na parede celular, corando-a de verde, enquanto que o
protoplasma € corado pela fucsina acida. Dessa maneira, por nao
apresentarem protoplasma, os grdos de pdlen abortados coram-se de
verde (Alexander, 1980)
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Conclusao

Conclui-se que a viabilidade polinica nas duas cultivares de feijao
comum mostrou-se elevada. Sendo assim, a incompatibilidade nos
cruzamentos entre cultivares mesoamericanas e andinas ndo esta
relacionada a viabilidade do pélen das cultivares, pois tanto a cultivar
mesoamericana Pérola, quanto a cultivar andina Irai, apresentaram alta
taxa de viabilidade polinica.
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Resumo

A espécie medicinal Verbena litoralis, conhecida como gervaozinho,
possui propriedades desintoxicantes e antifebris, dentre outras. Devido a grande
utilizagdo de plantas medicinais, estudos relacionados a propagagcdo e
preservacdo de espécies da flora brasileira visando seu melhoramento sédo de
muita importancia, dentre eles o estudo da viabilidade polinica. O objetivo deste
trabalho foi analisar a viabilidade dos grédos de pdlen da espécie Verbena litoralis
utilizando dois corantes: orceina acética 2% e reativo de Alexander. Os botdes
florais foram coletados, fixados em etanol:acido acético (3:1) e conservados em
etanol 70% até o uso. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento
das anteras e posterior coloracdo com os distintos corantes. Foram contados 300
gréos de pélen por corante e entdo calculado a porcentagem de gréos viaveis e
inviaveis. A analise estatistica foi feita pelo teste do qui-quadrado (x?). Os
resultados obtidos mostraram que 71% e 76,6% dos gréos de pélen foram viaveis
corados com orceina acética e reativo de Alexander, respectivamente, mostrando
que ndo houve diferenca significativa entre os mesmos. Conclui-se que através
dessas metodologias de coloragdo comparativa, Verbena litoralis possui
viablidade polinica acima de 71%, e sugere-se que pode ser incluida em um
programa de melhoramento da espécie.

Palavras-chave : Verbena litoralis. Grao de p6len. Plantas medicinais.
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Introducao

Aspectos importantes a respeito da utilizacdo da citogenética no
melhoramento de plantas foram discutidos por Sybenga (1998) que
considerou que, citogeneticamente, tem-se dois aspectos mais
importantes no melhoramento de plantas. Um deles fornece informacgdes;
0 outro providencia métodos para manipulacdo genética. Hanna (1980)
esclareceu que a citogenética tem contribuido e continuara contribuindo
diretamente para o melhoramento nas areas referentes aos estudos dos
cromossomos, incluindo esterilidade e estudos de viabilidade dos gréos de
polen. Portanto, a caracterizacdo de recursos genéticos vegetais é
essencial para sua conservacdo e futuros trabalhos visando o
melhoramento genético de espécies nativas e a diminuicdo do
extrativismo. Espécies de plantas medicinais nativas da Familia
Verbenaceae tem sido utilizadas na medicina alternativa para o tratamento
de doencas.

A familia Verbenaceae compreende aproximadamente 100
géneros de distribuicdo tropical e subtropical (Joly, 1979), e dentre eles o
género Verbena, com aproximadamente 250 espécies distribuidas
preferentemente nas regides tropicais e temperadas da América. Verbena
litoralis Kunth, é conhecida comumente como gervaozinho-do-campo ou
erva-de-pai-caetano. Esta planta vegeta na regido andina do Chile ao Peru,
Guianas, Venezuela, Argentina (Lorenzi, 2000) e regifes Sudeste e Sul do
Brasil, além disso, pode ser encontrada eventualmente na Australia e
Africa. Verbena litoralis caracteriza-se por seu caule quadrangular, folhas
ovadas, ovado-lanceoladas, lanceoladas, espatuladas ou lineares, de base
afiliada, com peciolo curto, e também por suas inflorescéncias que sao
caracteristicamente longas e pouco densas quando comparadas com as
espécies com as quais poderia ser eventualmente confundida (Verbena
bonariensis L. e V. brasiliensis Vell) (Yeo, 1989).

Verbena litoralis € uma erva popularmente utilizada no Sul do
Brasil como desintoxicante do organismo, em diarréias e desordens
gastrintestinais, e também por suas propriedades antifebris (Souza et al.,
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2005). Além dessas, sdo atribuidas a essa espécie usos como
estimulante, diaforética, tonica, afeccfes crénicas do figado e na forma de
cataplasma como cicatrizante. As flores sdo utilizadas como calmante e
contra palpitacbes do coracdo e o sumo das folhas é considerado
antigangrenoso, nos casos em que a gangrena tem principios de
inflamacéo (OMS, 1995).

Devido a importancia de Verbena litoralis, a qual podera ser
utiizada comercialmente, sdo necessarios mais estudos para sua
utilizacdo. Esse trabalho teve como objetivo realizar a estimativa da
viabilidade polinica através de duas metodologias de coloracgéo.

Metodologia

As inflorescéncias de Verbena litoralis foram coletadas no Campus
da UFSM em Santa Maria-RS. Para realizar a estimativa da viabilidade dos
graos de pélen, as inflorescéncias foram imediatamente fixadas em etanol-
acido acético (3:1) por 24 horas a temperatura ambiente, transferidas para
etanol 70% e armazenadas sob refrigeracdo por dois anos. As laminas
foram preparadas pela técnica de esmagamento das anteras (Guerra &
Souza, 2002). Foram utilizados para a coloracdo 02 tipos de corantes:
orceina acética 2% e Reativo de Alexander.

As laminas foram preparadas e contados 300 graos de pélen a
partir de cada corante, obtidos de 03 plantas de uma populacdo. A
contagem dos graos de pdlen foi feita por varredura, considerando o
tamanho da laminula, em cinco campos visuais a serem percorridos. A
viabilidade dos grédos de pdlen foi estimada através da porcentagem de
gréos viaveis, dividindo-se o niumero de grédos corados pelo total de gréos
x 100. Através do método da coloracao torna-se possivel realizar somente
a estimativa da viabilidade dos graos de pdlen (no caso, capacidade de
coloracéo), pois ressalta-se que a fertilidade do pélen é determinada por
testes de germinagéo e crescimento do tubo polinico (Tedesco, 2000).
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Na analise dos grdos de pélen corados com orceina acética 2%
foram considerados viaveis os grdos de podlen que se apresentaram
corados e inviaveis, os ndo corados e também os diminutos. Através da
coloracédo com reativo de Alexander, foram considerados viaveis os gréos
de polen de cor purpura (Figura 1A) e inviaveis de cor verde-claro-azulado
e também os diminutos (Figura 1B). Os grdos de pélen foram medidos
com auxilio de ocular micrométrica em 40x.

Figura 1 — Graos de pdlen de Verbena litoralis. A- pdlen viavel corado e
tamanho normal. B- pdlen inviavel corado e de tamanho diminuto. Escala=
10p

Os resultados foram analisados pelo teste estatistico do Qui-
quadrado (x?) a 5% de probabilidade.

Resultados e discussodes

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1. Pode-se
observar que 71% dos grédos de pélen corados com orceina acética foram
viaveis. Ja, os grdos de poélen corados com reativo de Alexander
mostraram 76,6% de grédos viaveis e 23,4% de grdos inviaveis. A
comparacao entre os corantes ndo mostrou diferenca significativa pelo
teste estatistico x2 entre os corantes utilizados.

As medicBes realizadas nos grdos de polen de Verbena litoralis
mostraram que houve variacdo de tamanho de 51,25 p (normais) a 24,75 u
(diminutos),

162 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Tabela 1 — Comparacgédo da viabilidade polinica de Verbena litoralis com os
02 corantes.

Orceina acética 2% Reativo de Alexander
Populacéo N* % viabilidade N % viabilidade
Campus UFSM 213 71% a 230 76,6% a

*N, Nimero de polens viaveis.

Estudos da estimativa da viabilidade polinica pelo método da
coloragdo foram realizados com plantas medicinais nativas por varios
autores, como por Frescura et al. (2010) que registraram de 65 a 80% de
viabilidade em Casearia sylvestris Sw. com a utilizacéo de orceina acética
2% e reativo de Alexander; Tedesco et al. (2010) observaram que 96,66%
de graos de pdlen de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. foram viaveis
com orceina acética 2%. Em uma espécie invasora dos campos sulinos,
Eragrostis plana Nees, Piccininil et al. (2010) encontraram 95% de gréos
de polen viaveis para com a utlizacdo de reativo de Alexander,
demonstrando também alta viabilidade.

Nesse estudo, observou-se que todos os botdes florais analisados
da populacdo estudada de Verbena litoralis tiveram valores acima de 70%,
0 que é considerado como alta viabilidade, porém sédo desejaveis valores
acima de 90% para melhores resultados em trabalhos envolvendo
cruzamentos de plantas.

Conclusao

Conclui-se que através de metodologia de coloracdo comparativa
com dois diferentes corantes, Verbena litoralis apresenta viablidade
polinica acima de 71%, nao diferindo quanto as metodologias de coloragéo
e sugere-se que pode ser incluida em um programa de melhoramento da
espécie.
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Resumo

A Polygala paniculata L., € uma planta medicinal que cresce na costa
Atlantica brasileira. E utilizada pela populagio para o tratamento de doencas
respiratdrias, problema renal, dor de estdmago, artrite, artrose e diarréia. Estudos
fitogquimicos revelaram a presencga de flavondides que ja foram identificados e
isolados da P. paniculata. O objetivo deste trabalho foi estudar a viabilidade
polinica de cinco acessos da espécie P. paniculata, com duas diferentes
metodologias de coloracdo. A analise da viabilidade polinica foi feita através da
coleta de botdes florais, apos fixagdo e armazenamento, o preparo de laminas foi
realizado pela técnica de esmagamento das anteras e coloragdo com carmim
acético 2% e reativo de Alexander, sendo preparadas 2 laminas para cada
corante, analisando 300 grédos de pélen de cada uma das laminas, totalizando 600
grdos de pdlen para cada corante. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05).
Dentre os acessos estudados, a viabilidade polinica foi considerada alta para os
cinco acessos, acima de 70%, O reativo de Alexander demonstrou ser o mais
indicado para estimar a viabilidade polinica de P. paniculata.

Palavras-chave : Viabilidade polinica. Carmim acético 2%. Reativo de Alexander.
P. paniculata
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Introducao

A Polygala paniculata L. (Poligalaceae), popularmente conhecida
como barba-de-séo-jodo, bromil, vassourinha branca e mimosa, é uma
planta que cresce na costa Atlantica brasileira e também no litoral de Santa
Catarina. E utilizada na medicina popular para o tratamento da asma,
bronquite crénica, artrite, artrose, problemas renais, dor de estbmago e
diarréia (Newall et al. 1996). Alguns compostos da P. paniculata ja foram
identificados e isolados como xantonas, cumarinas, o flavondide rutina e
fitoesterdis (Cristiano et al. 2003).

Em estudos realizados por Pizzolatti et al. (2003) demonstrou-se
gue as fracdes diclorometano e etandlica do extrato bruto da P. paniculata
apresentaram atividade tripanossomicida contra a forma epimastigota do
parasita Trypanossoma cruzi.

A estimativa da viabilidade polinica constitui um importante
parametro em analises de fluxo génico no estudo de plantas, pois
evidencia a potencialidade reprodutora masculina da espécie e ainda
contribui para estudos taxondmicos, ecologicos, palinolégicos e genéticos
(Alexander, 1980). E de acordo com Alexander (1980), através dos testes
com o corante reativo de Alexander, é possivel diferenciar os graos de
pdlen abortados dos ndo abortados. Os grdos de poélen abortados néo
possuem o nucleo sendo corada apenas a celulose contida na parede.

Em estudo realizado por Paula (2009) foi analisada a viabilidade
polinica de Conyza bonariensis utilizando os corantes orceina acética 2%,
carmim acético 1%, azul de ama e reativo de Alexander, sendo que os
resultados mostraram que o reativo de Alexander foi o mais indicado para
estimar a viabilidade polinica, pois cora de cores diferentes o poélen viavel
do inviavel. Enquanto que os demais corantes podem ter superestimado a
viabilidade dos grédos de polen, pois coram os polens viaveis e inviaveis da
mesma cor (vermelho), diferenciando-os apenas pela tonalidade.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade dos
graos de pélen de cinco acessos de P. paniculata com duas diferentes
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metodologias de coloragdo, o corante carmim acético 2% e o reativo de
Alexander, fornecendo dados para inclusdo da mesma em um programa
de melhoramento genético da espécie.

Metodologia

O material vegetal avaliado foi coletado no municipio de Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. Para o estudo da viabilidade polinica,
realizado no Laboratério de Citogenética e Genotoxicidade do
Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), avaliaram-se cinco
acessos de P. paniculata. Para a coloracdo dos gréos de pdélen foram
utilizados dois corantes: carmim acético 2% e reativo de Alexander (verde-
malaquita + fuscina &cida).

No inicio da floracdo, as inflorescéncias das plantas foram
coletadas e fixadas em etanol:acido acético (3:1) durante um periodo de
24 horas, em temperatura ambiente. Apds, foram mantidas em etanol 70%
e conservadas sob refrigeracdo até o preparo das laminas. As laminas
foram preparadas pela técnica de esmagamento (Guerra e Souza, 2002).

No caso do corante carmim acético 2%, a andlise foi realizada
imediatamente. Para esse corante, a viabilidade foi determinada pela
diferenciagdo de tamanho e pela capacidade de coloracdo dos gréos de
polen, onde foram considerados viaveis os pélens que apresentaram
tonalidades mais escuras e com tamanho maior, e inviaveis aqueles que
apresentaram tonalidades mais claras e tamanho inferior aos demais. Ja
com o corante reativo de Alexander, o material foi recoberto com laminula,
vedado com cola, armazenado em ambiente refrigerado e, somente apés
24 horas, foi realizada a analise das laminas, e foram considerados viaveis
os gréos de polen com tamanho maior e coloragdo purpura, enquanto que
0s polens com tamanho menor e com coloracdo azul-esverdeada foram
considerados inviaveis.

Foram avaliadas 4 laminas por planta, sendo 2 para cada
corante, em microscopio Otico com lente objetiva de 40x. Para se obter
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uma amostragem ao acaso dos grdos de pdlen vidveis e inviaveis, foi
utilizado o método de varredura até se alcancar o numero total de 300
gréos de polen por lamina, totalizando 600 grdos de polen por corante
utilizado. Apdés a contagem, foram feitos calculos para obtencdo da
percentagem de coloragéo dos gréos de pélen.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Assistat
versdo beta 7.5. Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05).

Resultados e discussdes

Na Tabela 1, encontram-se os resultados da viabilidade polinica
dos 5 acessos avaliados com os corantes carmim acético 2% e reativo de
Alexander.

A comparacdo da estimativa da viabilidade polinica entre os
acessos estudados mostrou que ndo ocorreu diferenca significativa entre
0s acessos, para nenhum dos corantes utilizados (Tabela 1). Porém,
dentre os corantes utilizados, foi possivel verificar que o carmim acético
2% apresentou maior taxa de viabilidade polinica (79,52%) diferindo
estatisticamente do reativo de Alexander (72,26%).

Na Tabela 1, ainda é possivel observar a comparacdo dos
resultados de cada acesso estudado com os 2 tipos de coloracéo, onde, 0s
acessos apresentam resultados que nao diferem significativamente entre
0s corantes em estudo.

Entre as médias gerais dos dois corantes, ocorreu diferenca
significativa na estimativa da viabilidade dos grdos de poélen de P.
paniculata (Tabela 1). Dentre os acessos estudados, a viabilidade polinica
foi considerada alta para a maioria dos acessos, acima de 70% (Souza et
al. 2002),

No caso do corante carmim acético 2%, foi possivel obter dados
menos acurados que os resultados obtidos com o reativo de Alexander,
pois para o carmim acético 2%, a viabilidade dos grdos de pélen foi
descrita através da diferenciacdo da tonalidade da coloracdo do corante e
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através do tamanho anormal dos graos de pdlen. Para o carmim acético
2%, a viabilidade polinica totalizou 79,52%. Para o corante reativo de
Alexander, a viabilidade polinica foi de 72,26%, diferindo significativamente
do carmim acético 2%, e apresentando-se nesse estudo como o corante
com maior eficacia na discriminacdo de grdos de pdlen viaveis de
inviaveis.

Tabela 1 - Médias da viabilidade polinica para os cinco acessos estudados
com 0s corantes carmim acético 2% e reativo de Alexander.

ACESSOS Viabilidade com o corante Viabilidade com o corante
carmim acetico 2% (%) reativo de Alexander (%)

1 84.66 76.00 **

2 73.66* 67.33 %

3 79.99 A 72.66

4 83.49 A 76.66 **

5 75.83 68.66 **

Total 79,52* 72,268

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De acordo com Alexander (1980), as analises de estimativa da
viabilidade polinica usando o corante reativo de Alexander, parecem
fornecer dados mais acurados, pois se obtém uma coloragdo diferencial
entre os pédlens viaveis e inviaveis, e isso ocorre devido a utilizacdo
simultanea de verde-malaquita e fucsina acida, os quais apresentam
coloracéo reversa. O protoplasma celular do pdlen reage quimicamente
com a fucsina &cida dando cor purpura. O pdlen inviavel (abortado)
apresenta a parede celulésica verde ou verde-azulada e o protoplasma,
mal distribuido, pouco corado e ndo raramente ausente.
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Conclusao

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que P. paniculata
possui alta viabilidade polinica, sendo que entre os dois corantes
utilizados, o reativo de Alexander foi o que apresentou melhor poder de
discriminacdo para a estimativa da viabilidade dos grédos de pdlen desta
espécie, viabilizando sua inclusdo em um programa de melhoramento
genético.
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Resumo

A caracterizagdo citogenética de uma espécie € muito importante para
um programa de melhoramento, principalmente por gerar informagdes e fornecer
métodos para manipulagcdo genética. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar
a viabilidade polinica nos botdes florais de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)
cultivar Guapo Brilhante, em trés horarios diferentes durante um dia. Os botbes
florais foram coletados e fixados em alcool-acido acético (3:1), durante o periodo
de 24 horas, apés isso, transferidos para alcool 70%. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento das anteras. Utilizaram-se dois
corantes: carmim acético a 2% e reativo de Alexander. Na andlise da viabilidade
polinica o delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. Sendo contados
300 grédos de pdlen por lamina e cada lamina considerada como uma repeticédo,
perfazendo um total de 16 botdes florais analisados, obtidos de quatro plantas. Os
resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre as plantas
utiizadas em nenhuma das temperaturas estudadas, e também ndo ocorreu
diferenca entre as plantas dentro de um mesmo horario. O corante reativo de
Alexander é mais indicado para a coloragédo de grdo de polen de feijdo. Os grédos
de pdlen de feijao comum apresentaram alto percentual de viabilidade polinica
nos trés horarios analisados.
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Palavras-chave : Phaseolus vulgaris L.. Feijdo. Viabilidade polinica. Graos de
poélen.

Introducao

O feijao comum, Phaseolus vulgaris L., € uma das espécies mais
importantes da familia Fabaceae, pois representa um dos principais
componentes da dieta de grande parcela da populacdo mundial. No Brasil
€ a principal leguminosa fornecedora de proteinas, fazendo parte da
alimentacdo diaria das classes sOcio-econdmicas menos favorecidas
(Antunes, 1995). O grdo constitui o alimento protéico basico na dieta da
populacdo, variando regionalmente quanto a exigéncia de cor e tipo de
grao, além da qualidade culinaria. O melhoramento genético apresenta-se
como uma estratégia para elevar a qualidade nutricional e tecnoldgica das
sementes de feijdo aumentando o teor de minerais, disponibilizando um
alimento com composicdo quimica adequada, minimizando os problemas
de caréncias nutricionais na alimentacao.

A caracterizagdo citogenética de uma espécie € muito importante
para um programa de melhoramento, uma vez que ajuda a selecionar
materiais adequados e a manter uma monitoragdo constante, revelando
alteracdes na fertilidade dos individuos (Navarini, 2008). Segundo Sybenga
(1998), a citogenética possui duas fung8es principais no melhoramento de
plantas: primeiramente, gerar informacdes e, posteriormente, fornecer
métodos para manipulacdo genética. As informagbes citogenéticas
importantes ao melhorista sdo aquelas ja existentes sobre o material que
esta sendo trabalhado, sobre a metodologia que sera utilizada durante o
trabalho e, as novas informacgdes que irdo surgindo ao longo do projeto.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a viabilidade
polinica nos botdes florais de feijdo, na cultivar Guapo Brilhante, em trés
horarios diferentes de coleta durante um dia, a fim de investigar a
existéncia de um horario onde os gréos estariam com maior viabilidade
para facilitar os cruzamentos.

172 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Metodologia

O experimento foi conduzido no Departamento de Biologia, da
Universidade Federal de Santa Maria, em casa-de-vegetacdo. A
semeadura foi realizada em vasos plasticos com capacidade para 5 L,
contendo a mistura de solo + substrato comercial Plantimax® + casca de
arroz carbonizada, na proporcdo volumétrica de 2: 1: 1. Foram utilizadas
nesse estudo quatro plantas da cultivar Guapo Brilhante (B1P1, B1P2,
B2P1 e B2P2). Durante o periodo de floracdo, os botBes florais foram
coletados em diversos estadios de desenvolvimento. As coletas foram
realizadas as 7 horas, as 12 horas e as 17 horas. ApOs coletados, os
mesmos foram fixados em alcool absoluto-acido acético glacial (3:1),
durante o periodo de 24, a temperatura ambiente. Posteriormente, os
bot6es florais foram transferidos para alcool 70% e mantidos sob
refrigeracao até a sua utilizacéo.

As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento das
anteras, de forma que, ao se romperem as anteras ocorre a liberacédo dos
gréos de polen. A coloragéo foi feita utilizando-se dos corantes distintos:
carmim acético 2% e Reativo de Alexander. Para a estimativa da
viabilidade polinica pelo método de coloragdo com carmim acético 2%, os
graos de pdlen foram considerados inviaveis quando apresentaram
tamanho anormal e colorag@es fracas, e vidveis quando bem corados com
distribuicdo homogénea. Pelo método de coloracdo de Alexander (1980),
foram considerados viaveis os graos corados de puUrpura e inviaveis 0s
corados de verde.

Na analise da viabilidade polinica o delineamento estatistico foi
inteiramente casualizado, testando a viabilidade do p6len com o auxilio de
dois corantes. A unidade experimental € de uma lamina por corante.
Foram contados 300 grdos de pélen por lamina, sendo cada lamina
considerada como uma repeticdo, foram analisados 8 botbes por corante,
totalizando 16 botdes florais, 4.800 grdo de podlen, obtidos de quatro
plantas (B1P1, B1P2, B2P1 e B2P2). A andlise estatistica constou de
analise de variancia dos dados e comparacao das médias pelo Teste de
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Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Resultados e discussdes

N&o houve diferenca significativa entre as plantas utilizadas em
nenhuma das temperaturas estudadas, e também n&o ocorreu diferenga
entre as plantas dentro de um mesmo horario, para o0 corante camim
acético 2% (Tabela 1). O corante reativo de Alexander também n&o
apresentou diferenca significativa entre as plantas dentro dos horarios
estudados, bem como nao houve diferenca entre os trés horarios (Tabela
2). Quando comparados os dois corantes, carmim acético 2% e o reativo
de Alexander, que ndo houve diferenca significativa entre eles em nenhum
dos horéarios em estudo, tanto entre horarios quanto dentro de cada horario
(Tabela 3).

Tabela 1 - Médias da viabilidade polinica com o corante carmim acético
2%.

CORANTE CARMIM ACETICO 2%

1° horario 2° horario 3° horario

(7 horas) (12 horas) (17 horas)
B1P1 92,832 93,502" 85,002"
B1P2 96,502" 97,16%" 97,16%"
B2P1 93,502" 92,832" 90,66%"
B2P2 99,502" 97,332" 1002

* Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A viabilidade polinica foi considerada alta acima de 80 9%,
demonstrando que todas as plantas estudadas apresentam alta viabilidade
polinica nos trés diferentes horarios analisados. Mesmo nédo havendo
diferencas significativas na comparacdo entre os dois corantes,
constatamos que o corante carmin acético 2% pode ter superestimado a
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viabilidade, pois cora polens vidveis e inviaveis com a mesma intensidade.
Como nao existe outro parametro comparativo, as vezes a distingdo entre
viaveis e inviaveis torna-se duvidosa.

Tabela 2 - Médias da viabilidade polinica com o corante reativo de
Alexander.

CORANTE REATIVO DE ALEXANDER

1° horario 2° horario 3° horario

(7 horas) (12 horas) (17 horas)
B1P1 96,837 93,16%" 95,832"
B1P2 94,16%" 89,502" 96,332"
B2P1 91,332" 98,832" 95,502"
B2P2 93,502" 89,66%" 98,502"

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O corante reativo de Alexander é o mais indicado para estimar a
viabilidade do pdlen no feijéo, pois permitiu distinguir com mais seguranca
polen viavel do invidvel. As andlises usando esse corante parecem
fornecer dados mais acurados sobre a viabilidade do pdlen, pois se obtém
uma coloracdo diferencial dos polens viaveis e nao viaveis, devido a
utilizagdo simultdnea de verde malaquita e fucsina acida, os quais
apresentam coloracdo reversa. O primeiro tem afinidade pela celulose
presente na parede celular, corando-a de verde, enquanto que o
protoplasma é corado pela fucsina acida. Dessa maneira, por nao
apresentarem protoplasma, os grdos de polen abortados coram-se de
verde (Alexander, 1980).

Segundo estudo realizado por Vargas (2006) os gréos de polen de
mamona (Ricinus communis L.) apresentaram alto percentual de
viabilidade polinica na antese. Outros estudos mostram que em
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leguminosas nativas, como € o caso do genéro Leucaena sp., a viabilidade
polinica variou de 71 a 98% (Boff, 2002). Segundo Tedesco (2000) a
viabilidade do pdlen do Adesmia sp. apresentou-se acima de 90% para a
maioria dos as plantas estudados. Nos géneros Eriosema e Rhynchosia,
também nativas na Regido Sul, foi encontrada uma porcentagem de
viabilidade do polen superior a 94% (Biondo e Battistin, 2001).

Tabela 3 - Comparacédo entre as médias da viabilidade polinica com o
corante camim acético 2% e reativo de Alexander.

MEDIA GERAL DOS CORANTES

1° horario 2° horario 3° horério

(7 horas) (12 horas) (17 horas)
Carmim Acético 2% 95,58 95,202 93,20%"
Reativo de 93,95 92,782 96,542

Alexander

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conclusao

Os gréos de poélen de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)
apresentaram alto percentual de viabilidade polinica nos trés horarios
analisados e ndo houve diferenca significativa entre os mesmos para a
cultivar Guapo Brilhante. O corante Reativo de Alexander é mais indicado
para a coloragdo de grao de pdlen de feijdo, ja& que o corante carmim
acético 2% pode superestimar a viabilidade.
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Resumo

A cultura de anteras de arroz é uma técnica utilizada para a obtencao de
plantas hapldides. Esta técnica possibilita a obtencdo de plantas totalmente
homozigotas em apenas uma geragdo. O arroz, cereal de grande importancia
econdmica e social, apresenta em condi¢cdes de alagamento, toxidez ao ferro.
Este estresse pode ocasionar elevadas perdas na produtividade. O objetivo deste
trabalho consistiu no estudo da regeneracao in vitro de genétipos de arroz através
da cultura de anteras. Os gendétipos utilizados foram as cultivares Nipponbare e
BRS Atalanta e os hibridos em geracdo F» do cruzamento realizado entre essas
cultivares. O meio de cultura para indugdo de calos foi o NL maodificado
suplementados com ANA e Cinetina. Para a indugéo de gemas e multiplicacdo de
plantas foi utilizado o meio de cultura MS modificado. As variaveis analisadas
foram formacdo de calos e regeneracdo de plantas verdes e albinas. A
cv.Nipponbare e o cruzamento entre Nipponbare X BRS Atalanta tiveram 2,06% e
0,65% de formacao de calos, respectivamente. A regeneracao de plantas verdes e
albinas também foi obtida neste trabalho para ambos os genétipos. Desta forma, o
método utilizado é eficiente para a regeneracdo de plantas, sendo o gendétipo
Nipponbare mais responsivo.

Palavras-chave: Arroz. Cultura de anteras. Duplo-hapléides.
Introducéo

O arroz é uma cultura de grande destaque no cenario mundial,
sendo de grande importancia econdmica e social. No ano de 2010 foi o
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segundo cereal mais produzido no mundo (FAO, 2010). O Brasil possui um
papel de destaque por ser o primeiro pais fora da Asia em producdo e
consumo tendo produzido na ultima safra 11,5 milhdes de toneladas. O
principal método de cultivo de arroz na regido Sul do Brasil € 0 sistema
irrigado. O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor de arroz do
pais, representando cerca de 63% da producao (CONAB, 2010).

O melhoramento genético de plantas tem como objetivo aumentar
a produtividade, a qualidade do grédo e os aspectos relacionados a
estresse abidtico e bidtico. Devido a importancia da cultura do arroz,
muitos centros de pesquisa desenvolvem periodicamente novas cultivares
de arroz através de programas de melhoramento (Bertan, 2005). Sendo
assim, o melhoramento genético de plantas surge como uma alternativa
para ser utilizada para amenizar problemas no cultivo do arroz, como por
exemplo, a toxicidade de ferro. O acimulo de concentracbes de ferro
reduzido (Fe2+) nos solos alagados causa problemas de toxidez nas
plantas (Ratering e Schnell, 2000). A utilizacdo de cultivares tolerantes a
toxicidade por ferro € uma alternativa eficiente para evitar os efeitos da
toxicidade em lavouras de arroz irrigado (Magalhaes Jr., 2005).

A cultura de tecidos vegetais, na qual utiliza distintos processos de
manipulacdo in vitro, €& empregada de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas (Moraes-Fernandes et
al.,, 1999). Uma de suas aplicagbes no melhoramento de plantas é a
obtencdo de haploides através da cultura de anteras. Estas plantas
possuem somente metade do patrimbnio genético e sao, portanto,
estéreis. Através da duplicacdo de seu nimero cromossdmico recuperam
a condicdo de dipldides, restaurando assim a fertilidade (Moraes-
Fernandes, 1990).

Diversos fatores podem influenciar na obtencdo de plantas duplo-
haploides. Os principais fatores sdo o genético, meio de cultura, planta
doadora de micrésporos, estagio de desenvolvimento dos microsporos,
pré-tratamento e a grande producao de plantas albinas (Silva, 2010). Uma
populacdo de duplo-hapldide com caracteristicas diferenciais a tolerancia
ao ferro pode contribuir para estudos futuros visando entender os
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mecanismos que controlam a toleréncia ao ferro em arroz. Desta forma,
esta ferramenta possibilitara a selecdo precoce de individuos tolerantes ao
excesso de ferro, contribuindo de maneira significativa com a eficiéncia
dos programas de melhoramento genético.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade de regeneracao in vitro de plantas de arroz contrastantes a
toxidez por ferro da subespécie indica (BRS Atalanta) e japonica
(Nipponbare), assim como, o cruzamento realizado entre japonica X indica
(Nipponbare X BRS Atalanta).

Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Centro de Genbmica e
Fitomelhoramento (UFPel), Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas
(UFPel) e Embrapa Clima Temperado Esta¢éo Terras Baixas (ETB).

Como material botanico foram utilizadas sementes das cultivares
Nipponbare, BRS Atalanta e o cruzamento de Nipponbare x BRS Atalanta
em geracdo F,. A tolerdncia ao ferro foi utilizada como caracteristica
contrastante para a escolha dos gendtipos utilizados no cruzamento.
Assim, a cultivar Nipponbare foi utilizada como tolerante a toxidez por ferro
enquanto a cultivar BRS Atalanta como sensivel.

As sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sddio 10%
por 10 minutos. Apos as sementes foram acondicionadas em caixas
Gerbox com papel germinador e mantidas por sete dias em estufa
incubadora BOD a 25C. Apds, as sementes foram tran splantadas para
vasos de oito litros contendo solo e mantidas em casa-de-vegetacao.

As paniculas para a cultura de anteras foram coletadas entre 8:30
e 9:30h, de afilhos cuja distancia entre as auriculas da folha bandeira e da
peniltima folha encontrava-se entre 5 a 8 cm. As anteras nesse estadio
apresentam coloracdo amarelo-esverdeada, contendo grdos de pélen em
sua maioria no estadio uninucleado (Lentini et al., 1997). Como pré-
tratamento, as paniculas foram armazenadas em geladeira, a
aproximadamente 8C, por um periodo de sete a dez dias.
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Passado o pré-tratamento, a desinfestacdo do material foi
realizado com as solucdes de alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de
sédio 5% na qual foi adicionado detergente liquido (3 gotas para cada 100
mL) e &cido cloridrico (HCL 1 N — 5 gotas para cada 100 mL) por 7
minutos. As anteras foram inoculadas em frascos de vidros de 200 mL,
contendo cerca de 20 mL de meio de cultura liquido, e mantidas em estufa,
no escuro, a temperatura de 25 + 1C, por um period o de 30 a 60 dias.
Foram inoculadas 60 anteras por frasco. O meio de cultura utilizado foi o
NL modificado (Lentini et al., 1994), acrescidos de 4 ml L™" de ANA (acido
naftaleno acético), 1 ml L' de Cinetina e 50 g L™ de maltose.

Para a regeneracdo de gemas e multiplicacdo de plantas verdes
foi utilizado o meio de cultura MS modificado (Murashige e Skoog, 1962).
No meio MS para a indugéo de gemas foi acrescentado sacarose 30 g LY,
mio-inositol 100 mg L™, 7 g L™ de agar e como reguladores de crescimento
ANA 1 mg L™ e cinetina 4 mg L. No meio de multiplicagdo foi
acrescentado 3 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP), sacarose (30 g L") e
agar (7 g L'l). Os frascos com calos para a regeneracdo de gemas e
multiplicacdo foram incubados com fotoperiodo de 8 horas de escuro e 16
horas de luz e temperatura de 25 + 1C, em sala de crescimento.

Foram avaliados o niumero de calos formados e o niumero de
plantas verdes e albinas. As avaliagbes dos calos foram efetuadas no
momento da transferéncia para o meio de multiplicacdo de plantas.
Contou-se o numero de calos formados e obteve-se a porcentagem de
calos para cada gendétipo. Para avaliar a regeneracdo das plantulas de
arroz, contou-se o nimero de calos com plantas verdes e albinas, também
obtendo-se a porcentagem. A eficiéncia do processo, ou seja, a eficiéncia
da cultura de anteras é calculada através do numero de plantas verdes
regeneradas pelo nimero de anteras inoculadas.

Resultados e discusséao

O numero de anteras inoculadas por genétipo esta descrita na
Tabela 1. A cultivar Nipponbare apresentou uma maior formacéo de calos
(2,06%), seguido pelo cruzamento Nipponbare X BRS Atalanta (0,65%) e
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BRS Atalanta (0,06%). Considerando que a cultivar Nipponbare é da
subespécie japonica, este resultado corrobora com a afirmativa de que a
resposta de gendtipos do tipo japonica é mais responsiva a técnica de
cultura de anteras que do tipo indica (Brar e Kush 2006; Kush e Brar 2002).
Os genodtipos da subespécie japonica e indica séo fatores genéticos que
influenciam na resposta a técnica de cultura de anteras (Raina e Zapata,
1997; Chen et al., 1991). Recentes trabalhos visam modificagbes de meios
de cultura e alguns tratamentos para aumentar assim a resposta de
gendtipos indica para a obtengdo de haploides (Khatun et al., 2010; Dewi
et al., 2009; Bagheri e Jelodar, 2008).

Tabela 1 - Namero de anteras inoculadas, calos formados, plantas verdes
e albinas regeneradas nos trés genétipos de arroz. FAEM/UFPel-CGF,
2011.

Gendtipo Anteras inoculadas Calos formados ~ Plantas verdes Plantas albinas

" % % Efcéncia% n° % Eficiéncia%
Nipponbare 9.000 185 206 8 72713 009 3 27121 003
BRS Atalanta 9720 5 006 0 - 0

Nipponhare x BRS Atalanta 64.800 418 065 17 68 003 § 2 00
Total de anteras 83520 608

A cultivar BRS Atalanta ndo obteve formacdo de plantas. No
entanto, a cv. Nipponbare apresentou uma eficiéncia na formacao de
plantas verdes de 0,09%, enquanto o hibrido proveniente do cruzamento
das cv. Nipponbare X BRS Atalanta obteve 0,03% de eficiéncia para a
técnica utilizada neste trabalho.

A formacao de plantas albinas também ocorreu neste trabalho.
Plantas albinas tem alta ocorréncia em cultura de anteras, sendo um dos
fatores de grande influéncia nos resultados da técnica. A porcentagem de
ocorréncia de plantas albinas foi observada em maior nimero na cv.
Nipponbare (0,03%) do que no cruzamento Nipponbare X BRS Atalanta
(0,01%). A ocorréncia deste fendbmeno € influenciada por fatores como a
espécie, 0 gendtipo, a composicdo do meio de cultura e com a temperatura
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de incubacéo das anteras (Raina, 1989). A frequéncia de plantas albinas é
bastante variavel, podendo representar de 5 a 90% das gemas
regeneradas (Mantell et al., 1994).

Concluséo

A cultivar Nipponbare da subespécie japonica € mais eficiente,
tanto na formacé&o de calos como na regeneracao de plantas verdes.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar a soma térmica das diferentes
fases de desenvolvimento das plantas para distinguir a brotagdo dos tubérculos de
clones de batata produzidos e armazenados em diferentes condi¢cbes. Foi
determinada a emergéncia (EM), inicio da tuberizacao (IT) e inicio da senescéncia
(IS) de quatro clones de batata (SMIJ461-1, SMINIA793101-3, SMINIA97145-2 e
Macaca) produzidos a campo em Santa Maria e Julio de Castilhos, durante os
cultivos de primavera e outono e calculada a soma térmica acumulada (STa) em
cada fase. Os tubérculos foram ainda armazenados a 10 e 20°C e determinada a
porcentagem e o nimero de brotos por tubérculo. Tubérculos produzidos em Julio
de Castilhos e na primavera apresentaram maiores valores de STa e também
maior porcentagem e numero de tubérculos brotados do que aqueles produzidos
em Santa Maria e no outono. As condicdes ambientais do cultivo de outono
proporcionaram maiores diferengas entre clones para a brotagdo dos tubérculos.
A STa entre a EM-IS ou entre o IT-IS pode ser utilizada para distinguir batata
semente quanto ao periodo necessario para a brotagédo dos tubérculos.

Palavras-chave : Solanum tuberosum L.. Graus dia. Idade Fisiol6gica. Brotagao.
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Introducao

No desenvolvimento da batata, a tuberizacdo é um processo
complexo que envolve a diferenciagcdo dos estolées em 6rgaos de reserva,
que sédo os tubérculos. Neste momento, a relacdo fonte-dreno da planta de
batata inverte-se, sendo os tubérculos o principal dreno e ndo mais o
desenvolvimento e crescimento foliar (Heldwein et al., 2009). O inicio da
tuberizagdo (IT) da batata € influenciado principalmente pela temperatura
do ar e pelo fotoperiodo (Beukema & Van Der Zaag, 1990; Streck et al.,
2007; Bisognin et al., 2008b), sendo a batata uma planta de dia curto para
o IT (Streck et al., 2007).

ApOs a colheita, a temperatura de armazenamento € o principal
fator responsavel pelo avanco da idade fisiolégica dos tubérculos
(Wiersema, 1985; Caldiz, 2009). Esse avang¢o compreende os estadios de
dorméncia (auséncia de brotos), dominéncia apical (apenas um broto),
plena brotacao (varios brotos laterais) e senescéncia (ramificagéo intensa
dos brotos) (Wiersema, 1985; Struik, 2007; Bisognin et al., 2008a). No
entanto, a velocidade de avanco pelos diferentes estadios é muito
dependente da cultivar (Struik, 2007) e das condi¢cdes ambientais durante
o periodo de cultivo e armazenamento (Wiersema, 1985; Struik et al.,
2006; Bisognin et al., 2008a; Heldwein et al., 2009).

A indicacdo de novas cultivares para as condi¢cdes de cultivo do
Rio Grande do Sul, em que sao realizados dois cultivos anuais, implica na
adaptacao destas a condi¢gBes distintas de fotoperiodo e temperatura do
ar, sendo necessario ainda apresentarem um curto periodo de dorméncia.
Nesse contexto, 0 método da soma térmica, que se baseia na premissa de
que as plantas necessitam de um somatério térmico para completarem
cada fase de desenvolvimento (Paula et al., 2005), pode ser uma
ferramenta para prever a brotacdo dos tubérculos de batata e assim
facilitar o manejo p6s-colheita e a selegao de clones de curta dorméncia. O
objetivo do trabalho foi determinar a soma térmica das diferentes fases de
desenvolvimento das plantas para distinguir a brotacao dos tubérculos de
clones de batata produzidos e armazenados em diferentes condicées.
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Metodologia

Os tubérculos de batata foram produzidos a campo na
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil e na
Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO), Julio de
Castilhos, RS, Brasil, nos cultivos de primavera (2006) e de outono (2007).
Durante os cultivos foram determinados a emergéncia (EM = 50% das
plantas na parcela visiveis acima do solo), o inicio da tuberizagdo (IT =
duas das quatro plantas, amostradas diariamente, com pelo menos um
tubérculo com 1,0cm de diametro) e o inicio da senescéncia (IS = 50% das
plantas na parcela com todas as folhas amarelecidas) dos clones
avancados SMIJ461-1, SMINIA793101-3 e SMINIA97145-2, do Programa
de Genética e Melhoramento de Batata da UFSM, e da cultivar Macaca,
amplamente cultivada na regido central do RS.

O experimento foi conduzido em um fatorial de quatro clones, duas
temperaturas de armazenamento (10 e 20°C 1), dois cultivos (outono e
primavera) e dois locais (Santa Maria e Jdlio de Castilhos) no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes de 20
tubérculos. As avaliacdes foram realizadas aos 0, 30, 60 e 90 dias apds o
periodo de cura dos tubérculos. Foram determinados a porcentagem e o
namero de brotos por tubérculo. Tubérculos brotados foram determinados
pela contagem dos tubérculos com pelo menos um broto maior que 2mm
de comprimento (Heldwein et al., 2009), sendo os valores expressos em
porcentagem. O nimero de brotos por tubérculo foi determinado através
de contagem. Os dados de porcentagem de tubérculos brotados e de
namero de brotos por tubérculo durante o armazenamento foram
expressos como a area abaixo da curva de progressdo, calculada
conforme Bisognin et al. (2002).

A soma térmica diaria (STd, °C dia) foi calculada pela equacéo
descrita por McMaster & Wilhelm (1997):

STd = (Tmed — Th). 1 dia
Se Tmed < Tb entdo Tmed = Tb
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em que Tmed é a temperatura média diaria do ar, calculada pela média
aritmética das temperaturas maxima e minima diarias do ar, e Tb é a
temperatura base para o desenvolvimento da planta de batata. Nesse
estudo utilizou-se Th = 7°C (Paula et al., 2005). A soma térmica acumulada
(STa, °C dia) a partir da emergéncia foi calculada por STa = ¥ STd. Os
dados foram submetidos a analise de variancia para o teste F e as médias
de clones comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro. Também foi realizada a analise de correlacao linear
de Pearson entre a STa das fases EM-IT, IT-IS e EM-IS e a 4rea abaixo da
curva da porcentagem de tubérculos brotados e do nimero de brotos por
tubérculo.

Resultados e discussdes

A temperatura média durante os cultivos de outono e primavera foi,
respectivamente, de 18,9°C e 19,6°C em Julio de Castilhos e de 19,6°C e
20,0°C em Santa Maria. O nimero médio de dias da fase EM-IT e IT-IS foi
semelhante nos cultivos de primavera e outono em Santa Maria, enquanto
gue em Jllio de Castilhos ocorreu menor duragdo da fase EM-IT para o
cultivo de primavera e IT-IS para o cultivo de outono. No entanto, quando
observada a soma térmica média acumulada, verificou-se em ambos
locais, maiores valores na fase EM-IT, para o cultivo de outono, e IT-IS,
para o cultivo de primavera, o que se deve ao periodo da maior
temperatura média ocorrer no outono da EM ao IT e, na primavera, do IT
ao IS.

A duracao do ciclo das plantas, em dias, no cultivo de primavera foi
maior em Julio de Castilhos (77 dias) do que em Santa Maria (66 dias),
enquanto que no cultivo de outono a situacdo inverteu-se, 64 dias em
Santa Maria e 57 dias em Julio de Castilhos. No entanto, a soma térmica
meédia acumulada foi maior para ambos os cultivos em Julio de Castilhos.
Essas diferencas entre locais de cultivo resultaram em diferentes valores
de soma térmica acumulada, sendo que o acumulo de graus-dia pode
estar associado ao grau de maturidade dos tubérculos uma vez que
tubérculos produzidos em Julio de Castilhos apresentaram maior nimero
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de brotos e maior porcentagem de tubérculos brotados do que aqueles
produzidos em Santa Maria (Tabela 1). Além disso, tubérculos produzidos
durante o cultivo de primavera apresentaram maior soma térmica média
acumulada e maior nimero de brotos e porcentagem de tubérculos
brotados do que aqueles produzidos durante o outono (Tabela 1).
Beukema & Van Der Zaag (1990) atribuem as condicdes de temperatura e
de fotoperiodo crescentes no final do ciclo, caracteristico do cultivo de
primavera, como responsaveis pela diminuicdo do nivel de dorméncia dos
tubérculos, o que acelera o envelhecimento fisioldgico e reduz o tempo de
armazenamento (Bisognin, et al., 2008a).

O efeito da temperatura do ar, tanto do local quanto da época de
cultivo, no estadio fisiolégico do tubérculo pode, através do manejo da
temperatura de armazenamento, ser superado e proporcionar adequada
brotacdo para o préximo plantio. Tubérculos armazenados a 20T
apresentaram em média, brotacdo de 25,2% e 22,8% superior aqueles
armazenados a 10T, respectivamente para os cultivos de primavera e
outono (Tabela 1). Bisognin et al. (2008a) encontraram uma reduc¢éo de
50% no periodo de armazenamento dos tubérculos até a brotacdo
somente pelo efeito da época de cultivo e recomendaram o
armazenamento dos tubérculos-semente produzidos no outono a 12T e,
na primavera, a 8 ou 4, devido as diferencas de i dade fisiolégica.

Esta pesquisa foi conduzida com quatro clones de batata que
diferem no periodo de dorméncia dos tubérculos e na adaptagdo as
condicdes de cultivo do Rio Grande do Sul, pois o avanco da idade
fisioldgica dos tubérculos € muito dependente da cultivar (Struik, 2007). Os
clones Macaca e SMIJ461-1 sdo os mais contrastantes, sendo Macaca o
mais bem adaptado as condi¢cdes de cultivo e de curta dorméncia dos
tubérculos. A partir da comparacdo desses dois clones observou-se que a
soma térmica acumulada na fase IT-IS foi sempre maior para Macaca em
ambos locais e épocas de cultivo, sendo o mesmo observado para a
porcentagem de tubérculos brotados e o numero de brotos por tubérculo
(Tabela 1). No entanto, mesmo quando observados valores de soma
térmica muito proximos, como por exemplo, a STa da fase EM-IS durante
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Tabela 1 — Area abaixo da curva de progressdo da porcentagem de
tubérculos brotados (%TB) e do nimero de brotos por tubérculo (NB/T) de
clones de batata produzidos na primavera e no outono, em Santa Maria e
Julio de Castilhos, RS, armazenados a 10 e 20°C.

Caracter  Clones Local Temperatura de Armazenamento
Santa Maria Jlio de Castilhos 10°C 20°C
Cultivo de Primavera
Macaca 04395 b' B® 07621a A 05354 b B 06663 b A
%TB  SMIJ461-1 02683 ¢ B 05667 b A 02868 ¢ B 05482 ¢ A
SMINIA793101-3 0392 b B 0,8090a A 05541ab B 06471 b A
SMINIA97145-2 05804a B 0,7942a A 05976a B 0,7771a A
Média 0,4176 0,7330 0,4934 0,6596
CV(%) = 6,54
Macaca 0,0202a B 0,0421 a A 0,0237 a B 0,0385a A
NB/T  SMIJ461-1 00063 cB 00147 d A 0,0065 d B 00144 ¢ A
SMINIA793101-3  0,0130 b B 00356 b A 00148 ¢ B 00338 b A
SMINIA97145-2 00193a B 00308 ¢ A 00187 b B 00314 b A

Média 0,0147 0,0308 0,0159 0,0295
CV(%) = 10,68

Cultivo de Outono

Macaca 0,1707a B 02341a A 0,1365a B 0,2683a A
%TB  SMIJ461-1 0,0755 bc A 00815 ¢ A 0,0000 ¢ B 01571 b A

SMINIA793101-3  0,0896 b A 00745 ¢ A 0,0000 ¢ B 01642 b A

SMINIA97145-2 0,0497 ¢ B 0,1598 b A 00377 b B 01718 b A

Média 0,0963 0,1374 0,0435 0,1903

CV(%) =16,11

Macaca 0,0049a B 0,0097a A 0,0040a B 0,0106a A
NBIT  SMIJ461-1 0,0009 b A 00011 ¢ A 0,0000 b B 0,0020 dA

SMINIA793101-3 0,005 b A 0,0017 ¢ A 0,0000 b B 0,002 ¢ A

SMINIA97145-2 0,0008 b B 0,0041 b A 0,0006 b B 0,0043 b A

Média 0,0020 0,0041 0,0011 0,0050
CV(%) = 18,60

! Médias de clones n&o seguidas pela mesma letra, minUscula nas colunas,
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

% Médias de local e temperatura ndo seguidas pela mesma letra, mailscula
nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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a primavera em ambos os locais de cultivo, o clone Macaca novamente
apresentou a maior porcentagem de tubérculos brotados e o maior nimero
de brotos por tubérculo. Isso confirma que o avanco na idade fisiolégica
dos tubérculos e, em conseqiiéncia, o manejo poés-colheita sdo muito
dependentes da cultivar. Quando observadas as diferencas entre clones
para a porcentagem e o numero de brotos por tubérculo, apenas para o
cultivo de primavera houveram clones que nado diferiram em relagédo a
testemunha, enquanto que para o cultivo de outono a testemunha Macaca
foi superior em relagdo aos demais clones avaliados. Ou seja, o cultivo de
outono, possibilitou maior diferenciacdo entre os clones com relacdo a
brotacéo dos tubérculos.

A andlise de correlacdo entre a soma térmica acumulada nas
diferentes fases do ciclo de desenvolvimento da batata com a
porcentagem de tubérculos brotados e o nimero de brotos por tubérculo
indicou, na média dos locais e épocas de cultivo, altos valores de
correlacao positiva, tanto para a fase EM-IS quanto para a fase IT-IS, e
negativa para a fase EM-IT (Tabela 2). Sendo assim, a soma térmica
acumulada das fases EM-IS e IT-IS pode ser utilizada como um indicativo
do estadio fisiologico dos tubérculos e assim inferir sobre a brotacao dos
mesmos. Valores altamente significativos (p < 0,01) de correlacéo entre as
fases EM-IS e IT-IS somente foram obtidos quando os tubérculos foram
produzidos em Julio de Castilhos, em condicdes mais favoraveis de
temperatura, ou no conjunto das avalia¢cbes. Portanto, o fator local de
cultivo é importante para inferir sobre a brotacdo dos tubérculos de batata
com base na soma térmica acumulada, 0 que requer o conhecimento
prévio do comportamento em um local especifico ou a avaliacdo em varios
locais, devido a interagdo com o ambiente. O conhecimento da idade
fisiolégica é fundamental para o manejo pés colheita dos tubérculos,
principalmente quando destinados para semente. A idade fisiolégica do
tubérculo semente afeta importantes componentes do rendimento, como o
vigor e o nimero de hastes, o nimero e o tamanho dos tubérculos, a
velocidade de emergéncia das plantas e o inicio da tuberizacdo e da
senescéncia (Struik et al., 2006; Struik, 2007).
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Tabela 2 — Coeficientes de correlacdo de Pearson e probabilidade ou
valor-p (entre parenteses) para valores médios de soma térmica
acumulada (STa) da emergéncia (EM) ao inicio da tuberizacéo (IT), do IT
ao inicio da senescéncia (IS) e da EM-IS, da area abaixo da curva de
progresséao da percentagem de tubérculos brotados (%TB) e do niumero de
brotos por tubérculo (NB/T) de clones de batata.

STa %TB NBIT
Geral

EM-IT 06112 (0,012) 0,5857 (0,017)

IT-IS 0,8453 (0,000) 0,8132 (0,000)
EM-IS 0,8327 (0,000) 0,804 (0,000)

Santa Maria

EM-IT -0,5305(0,176) -0,5723(0,138)

IT-IS 0,5309 (0,176) 0,5579 (0,151)
EM-IS 0,226 (0,4837) 0,4837 (0,225)

Jillio de Castilhos

EM-IT -0,7751(0,024) -0,7331(0,039)
IT-IS 0,9783 (0,000) 0,9144 (0,001)
EM-IS 0,9257 (0,001) 0,8625 (0,006)

! Probabilidade para determinar a significancia da correlagéo.

Diferentes caracteristicas tém sido propostas como indicadores da
dorméncia e/ou idade fisioldgica do tubérculo, incluindo caracteres
morfolégicos, fisiolégicos, (bio) quimicos, moleculares e biofisicos (Caldiz
et al, 2001; Caldiz, 2009). Tais indicadores sdo necessarios para
quantificar e explicar as diferencas no envelhecimento de tubérculos
oriundos de diferentes cultivares e condi¢cdes de cultivo e armazenamento
e para quantificar e modelar os efeitos da idade das sementes sobre o
crescimento e a produtividade das plantas (Struik et al., 2006). Nesse
sentido, a possibilidade da previsédo da brotacdo dos tubérculos de batata a
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partir da soma térmica acumulada se constitui em uma importante
ferramenta para inferir sobre a idade fisiolégica e definir técnicas de
manejo pos colheita dos tubérculos de batata produzidos em diferentes
condicdes de cultivo, além de possibilitar a identificacéo de clones de curta
dorméncia.

Concluséo

A soma térmica acumulada entre a emergéncia e o inicio da
senescéncia ou entre o inicio da tuberizacdo e da senescéncia pode ser
utilizada para distinguir batata semente quanto ao periodo necessario para
a brotacdo dos tubérculos.
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Resumo

Este trabalho objetivou a selecdo de clones de batata para
processamento industrial em duas condi¢gdes de ambiente no Sul do Brasil. Foram
avaliados 120 clones na terceira geragdo clonal juntamente com seis cultivares
testemunhas, em parcela Unica de 10 covas, nos cultivos de primavera em Julio
de Castilhos, RS e de verdo em Sao Joaquim, SC. No cultivo de verdo, as médias
do numero de hastes por cova, de tubérculos por cova, da produtividade por cova
e da massa fresca média dos tubérculos por cova foram mais elevadas. Os
valores médios da aparéncia dos tubérculos, da cor de chips e do teor de massa
seca foram aproximados indicando menor efeito do ambiente sobre estes
caracteres. O teor de massa seca ficou abaixo e o de agucares redutores ficou
acima do esperado no cultivo de verdo, considerando que os fatores
meteorologicos sdo mais favoraveis. Os resultados indicam que existe
variabilidade genética entre os clones e familias em processo de selegdo para
processamento industrial e, que o efeito ambiental foi determinante sobre as
principais caracteristicas que conferem produtividade e qualidade da batata para
processamento.

Palavras-chave : Batata, Melhoramento, Sele¢&o, Clones, Ambiente.
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Introducao

A batata € um produto com grande versatilidade de usos, podendo
ser utilizada no preparo de muitos pratos e na obtencdo de varios
derivados do processamento industrial. A qualidade da batata para
processamento estd relacionada as caracteristicas genéticas das
cultivares, porém esta sujeita a influéncia das condi¢cbes de cultivo. As
caracteristicas mais relevantes para a qualidade da matéria prima para
processamento industrial estdo relacionadas aos teores de massa seca e
de acucares redutores nos tubérculos.

O teor de massa seca dos tubérculos corresponde a relagao entre
a massa fresca e a massa seca que pode ser expresso em percentagem,
e que esta positivamente relacionado com a gravidade especifica
(Beukema e van der Zaag, 1990). Altos teores de massa seca aumentam o
rendimento dos processados, reduzem a absorcdo de gorduras durante a
fritura, melhoram a textura e a crocancia, resultando em produtos de
melhor qualidade comercial (Howard, 1978; Lulai e Orr, 1979; Jansky,
2008).

A cor de chips estd associada com os teores de acuUcares
redutores presentes na matéria prima. Altos teores de acUcares redutores
desqualificam os tubérculos de batata para processamento industrial pela
formacéo de cor escura nos produtos finais (Sowokinos, 2001; Rodrigues e
Pereira, 2003). Os teores de massa seca e de agUcares redutores séo 0s
principais fatores considerados na avaliacdo do potencial qualitativo da
matéria prima para processamento e que estdo negativamente
correlacionados (Lisinska e Leszczynski, 1989).

Outros fatores, como o formato dos tubérculos, a aparéncia e os
defeitos fisioldgicos internos e externos, também afetam a qualidade dos
tubérculos para processamento, também muito influenciados pelo
ambiente (Kumar et al., 2004). Entretanto estes podem ser mais facilmente
contornados pelo produtor com a utlizacdo de cultivares e técnicas
apropriadas de cultivo.
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Na selecao de clones de batata para processamento é importante
realizar a avaliacdo em diferentes condicdes de ambiente, para se
conhecer a expressdo destas caracteristicas sob diferentes condi¢des de
fatores meteorolégicos. Na regido Sul do Brasil a batata pode ser cultivada
na primavera e outono, em condi¢Bes subtropicais e, durante o verdo em
condicdes temperadas. A possibilidade de realizar selecdo simultanea de
clones em ambiente subtropical e temperado no Sul do Brasil é altamente
favoravel ao melhoramento genético da batata na identificacdo de clones
superiores. O conhecimento do comportamento dos clones em varios
locais, anos e as interacBes obtidas permitirdo conhecer os ganhos
genéticos de selegdo para os caracteres de adaptagdo, produtividade e
qualidade de tubérculos (Johansen et al., 1967).

Alguns estudos ja realizados na regido Sul do Brasil sugerem que
no cultivo de primavera deve-se maximizar o ganho genético de selegcéo
para massa seca, agucares redutores e cor de chips, em relagéo ao cultivo
de outono menos favoravel a selecdo, devido aos fotoperiodos e
temperaturas decrescentes que caracterizam esta época de cultivo
(Andreu, 2005; Freitas et al., 2006; Miiller et al., 2009). Outros estudos
também relatam a influéncia do ambiente nos principais caracteres de
qualidade para processamento nas condi¢cdes subtropicais de cultivo no
Sul do Brasil (Rodrigues e Pereira, 2003; Zorzella et al., 2003; Andreu,
2005; Freitas et al., 2006; Bisognin et al., 2008; Miiller et al., 2009). A
sele¢do com base na média dos ambientes aumenta o progresso genético
permitindo a identificacdo de clones com ampla adaptacdo para as
diferentes condi¢6es de cultivo (Johansen et al. 1967). A sele¢do de clones
superiores nas condicbes de cultivo no Sul do Brasil devera priorizar
caracteres como alto teor de massa seca, de 20 a 24%, alta produtividade
e 0 baixo teor de acucares redutores (abaixo de 0,4% da massa fresca dos
tubérculos) (Pereira, 2003; Zorzella et al., 2003).

Metodologia

Os tubérculos utilizados no plantio foram obtidos no cultivo de
outono de 2008 (22 geracdo clonal), no Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Ap6s a colheita, os
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tubérculos dos clones selecionados foram divididos em duas amostras de
10 tubérculos cada, e tratados com 30 ppm de uma solucdo de &cido
giberélico para a quebra da dorméncia, e ap6és mantida no escuro em
condicdes de ambiente em Santa Maria, RS.

Uma das amostras foi plantada na Fundacdo de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Sul (Fepagro), em Julio de Castilhos, RS,
no cultivo de primavera de 2008 (03/09/2008), aos 55 dias apds o
tratamento para a quebra da dorméncia. A outra amostra foi plantada na
Estacdo Experimental de Sdo Joaquim da EPAGRI, em S&o Joaquim, SC,
no cultivo de verdo de 2009 (08/12/2008), aos 155 dias apds o tratamento
para a quebra de dorméncia. Foram avaliados 120 clones de terceira
geracao, oriundos de 36 familias de cruzamentos, juntamente com seis
cultivares testemunhas (Agata, Asterix, Atlantic, Macaca, Panda e
SMI1J461-1). A adubacédo de plantio foi realizada com 2.000 kg/ha de adubo
NPK 5-20-10 no sulco. Na amontoa foram aplicados mais 100 kg/ha de N
em cobertura. Os tratos culturais e fitossanitarios foram baseados no
sistema convencional de cultivo da batata e padronizados para os dois
ambientes.

ApOs a colheita e classificacdo, a avaliagdo da aparéncia dos
tubérculos foi realizada com base em notas de 1 (pior aparéncia) a 5
(melhor aparéncia) e a cor de chips foi determinada visualmente em 10
fatias apés a fritura, oriundo de uma amostra de cinco tubérculos por
clone, em notas de 2 (cor clara) a 10 (cor escura) dos chips. A massa seca
foi calculada apdés a secagem em estufa até massa constante e os
aclcares redutores determinados pelo método do 2,4 dinitrofenol (Long e
Chism, 2004), com as adaptacdes propostas por Freitas et al. (2006). Os
dois locais de cultivo foram considerados como repetices na analise
estatistica com a utilizacado do Programa NTIA (Embrapa, 1997).

Resultados e discussdes

Os intervalos de valores minimos e maximos e o desvio padrao
para cada uma das variaveis mostram que no conjunto das 36 familias de
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tubérculos estudadas existia grande variabilidade genética (Tabela 1),
necessaria para a selecao de clones superiores.

As médias do nimero de hastes por cova, de tubérculos por cova,
da produtividade por cova e da massa fresca média dos tubérculos por
cova foram mais elevadas no cultivo de verdo em S&o Joaquim,
comparado com os resultados médios obtidos na primavera em Jilio de
Castilhos (Tabela 1). Essa superioridade nos valores médios pode ser
atribuida a idade fisiolégica da batata semente no momento do plantio,
associado as temperaturas e fotoperiodos mais favoraveis no cultivo de
verdo (Beukema e van der Zaag, 1990). O tempo decorrido da colheita até
o plantio em Sado Joaquim foi suficiente para os tubérculos atingirem o
estagio fisiolégico de plena brotacdo, mais adequados ao plantio. Plantios
sucessivos de outono e primavera em condi¢cdes subtropicais com dois
cultivos anuais, usando o mesmo material de propagacdo, sao
caracterizados pelo menor nimero de brotos por tubérculo no plantio, que
produzem menor nidmero de hastes por cova, atraso na emergéncia e,
consequentemente, menor produtividade total (Wurr, 1975; Allen, 1978;
Moorby, 1978).

Os valores médios da aparéncia dos tubérculos, cor de chips e o
teor de massa seca situaram-se préximos entre os ambientes, indicando
um menor efeito do ambiente sobre estas caracteristicas (Tabela 1). A
aparéncia dos tubérculos é determinada por varios caracteres (Bisognin et
al., 2008), como o formato, deformagdes, tamanho e nimero de tubérculos
por cova, sendo que a expressao destas caracteristicas muito influenciada
por fatores meteorolégicos (Bisognin et al., 2008). O estresse hidrico e de
temperatura durante o cultivo aumentam a frequéncia de tubérculos
impréprios para processamento, 0 que pode variar entre as épocas de
plantio (Curwen, 1993). O teor de massa seca no cultivo de verao situou-se
abaixo do valor observado no cultivo de primavera, resultado este néo
esperado, considerando as melhores condicBes meteorolégicas do cultivo
de verdo (Midmore, 1987; Beukema e van der Zaag, 1990).
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Tabela 1 - Intervalo de valores minimo e maximo, média e desvio padrao
de variaveis analisadas entre os ambientes e a correlacdo na terceira
geracdao clonal de selecéo.

Cultve de prmavera 2008 Cultvo de verdo 2008 Coeficients
Varidveis Julio de Castilhos, R3 540 Joaguim, 5C | de
Interya: Dasvio | Intarva- Desvio | comelagdo
Inade | Méadia | padrio | lnsde | Madia | padrio antra
valomes valores ambientes

‘Medehastesporcova 10<44 20 08 1480 44 13 0,632"
N° de tubércules por O7-110 51 20 45274 127 34 0,553

cova

Aparénciados 2050 39 05 1050 35 12 0.071™
tubéreulos (notas 1-5)

Produtividade B3J- 2454 1042 4944- 9239 2283 07207
tubérculosporcovalg) 5910 21400

Mazsa fresca madia 18,%- 50,2 14,0 38.8- TE0 231 03a7
portubéreula ) BB A 1834

Motasdecordechips 3080 65 11 4080 B85 1.1 0,220"
inotas 2-10)

Teorde massa saca 164- 225 1.7 161- 218 23 0487
(%) 247 252

Teorde aglcares 22852 147 103 60835 241 10,0 p221"
redutores (mg/g MS)

* 5% de probabilidade de erro; ** 1% de probabilidade de erro.

O teor de agUcares redutores também ficou acima do esperado no
cultivo de verao, em funcdo das condi¢cdes meteoroldgicas mais favoraveis
para a cultura da batata, pois valores baixos sdo indicativos de cor de
chips mais clara com boa aceitacdo comercial (Kumar et al., 2004). Este
fato associado com a colheita realizada apds o completo desenvolvimento
das plantas deveria resultar em menor teor de acglcares redutores, 0 que
ndo foi observado. Uma das provaveis causas desse resultado é a
diminuicdo da temperatura do ar observada no final do ciclo das plantas,
no inicio do outono, que coincidiu com a fase de crescimento final dos
tubérculos, a posterior colheita e 0 armazenamento em temperaturas mais
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baixas, que acumulam agucares redutores (Sowokinos, 2001; Kumar et al.,
2004).

Os coeficientes de correlagdo entre os ambientes foram
significativos para a maioria das caracteristicas avaliadas, exceto para a
aparéncia dos tubérculos (Tabela 1), embora alguns coeficientes tem
médias e baixas magnitudes (Gopal, 1977). Valores significativos de
coeficientes de correlacdo indicam que a selecdo pode ser realizada em
qualguer um dos ambientes (Johansen et al., 1967).

Conclusao

Existe variabilidade genética para a selecao de clones superiores
de batata para processamento industrial. O efeito ambiental foi
determinante sobre as principais caracteristicas que conferem
produtividade e qualidade da batata para processamento.
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Resumo

Qualidade de processamento industrial dos tubérculos de batata depende
da cultivar, mas varia com as condi¢cBes de ambiente. Considerando que a batata
pode ser cultivada em condi¢des de primavera, verao e outono na regido Sul do
Brasil, este trabalho teve como objetivo caracterizar as variagdes nos teores de
massa seca, amido e amilose nos tubérculos de clones avancados de batata em
resposta aos ambientes de cultivo. Os exprimentos foram conduzidos na Epagri
de S&o Joaquim, SC, no cultivo de verdo, e na Fepagro de Julio de Castilhos, RS,
nos cultivos de primavera e outono. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso com duas repeticdes. A interagdo gendtipo x ambiente foi
significativa para todos os parametros avaliados. Os melhores ambientes para a
expressao da massa seca e amido foram o verdo e a primavera. No outono foram
observados os maiores teores de amilose, onde os 18 clones formaram trés
grupos. Os clones avancados diferem para os teores de massa seca, amido e
amilose e a selecdo pode ser realizada nos trés cultivos.

Palavras-chave : Solanum tuberosum L. Massa seca. Amido. Amilose.
Introducéo
A batata (Solanum tuberosum L.) € um tubérculo amilaceo de alto

valor nutricional, utilizado pelo homem como matéria prima na producéo de
amido purificado, por apresentar particularidades diferenciadas dos demais
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amidos comerciais. A composi¢cao do amido é controlada geneticamente,
estando envolvidas diversas enzimas na sintese das fragcdes amilose e
amilopectina (Geigenberger, 2003; Tetlow et al., 2004). A constituicdo dos
carboidratos ndo estruturais e o teor de massa seca sdo 0s principais
parametros de qualidade de tubérculo (Noda et al, 2004; Vendruscolo e
Zorzella, 2002; Grizzoto, 2005).

O ambiente de cultivo influencia a expressao dos teores de massa
seca, de amido e a sua composicdo (Lu et al., 2011), sendo que o
melhoramento genético deve abranger a amplitude dessas variagcbes
(Bisognin, 2006; Andreu, 2005). A batata é cultivada na regido sul do Brasil
em trés épocas distintas ao longo do ano: primavera e outono, em regifes
de altitude inferior a 600m, e verdo em regifes de altitude superior
(Heldwein et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os teores de massa seca,
amido e amilose em tubérculos de clones avancados de batata nas trés
condicdes de cultivo do Sul do Brasil.

Metodologia

O material vegetal foi obtido do Programa de Genética e
Melhoramento de Batata da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)
além das cultivares Asterix e Atlantic utilizadas como testemunhas (Tabela
1).

Em Julio de Castilhos foram conduzidos os experimentos de
primavera e de outono com plantio em 30 de agosto e colheita em 20 de
dezembro; plantio 28 de fevereiro e colheita em 13 de junho. O
experimento de verdo foi conduzido em S&o Joaquim com plantio em 8 de
novembro de 2007 e colheita dia 5 de margco de 2008. O manejo e 0s
tratos culturais seguiram as recomendacdes do sistema de producdo
tecnificado (Bisognin, 1996; Epagri, 2002). Para cada plantio, os tubérculos
semente foram tratados para a quebra da dorméncia (Benedetti et al.,
2005) e armazenados em local climatizado com a temperatura favoravel ao
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desenvolvimento dos brotos até o plantio. O delineamento experimental
utilizado foi de blocos ao acaso com 2 repeticbes de dez covas por
parcela, no espacamento de 0,75 m entre fileiras e 0,30 m na fileira.

Tabela 1 - Genealogia dos clones avancados avaliados nos experimentos.

Clone Genealogia Clone Genezlogia
§01263-1  Atlantic x {3CRI1149Granols) SI0347531  Agriax FL1625
§J012636  Atlanticx {3CRIL149xGranola) §103425-26  [Atlanticx Tollocan] x SJ 96575

012121  Atlanticx Granola S102382.28  FL1625 x Atlantic

§012753  Bintjefrux FL 1625 810237733 Catuchax FL1625

6991508  Atlantic x Baraka S023173  [Atlantic x Tollocan) x S 96575
§002113  Aracy Ruivax FL 1625 §1023391  Atlantic x FL 1625

§J04514-2 Panda xBaraks 51023491 Bintjefrux Catuche

§104503-6  Panda xAtlantic Asterix '

§04503-9  Panda xAtlantic Atlantic !

* Cultivares utilizadas como testemunhas

ApoOs a colheita os tubérculos foram armazenados por 15 dias em
camara climatizada a 20°C e umidade relativa acima de 80% para a
suberizagdo da casca e estabilizacdo da sua composicao bioquimica. A
determinacao do teor de massa seca foi realizada a partir de uma amostra
de tubérculos representativa da parcela da qual foram retiradas sub-
amostras da parte transversal e central dos tubérculos, picadas e
colocadas a secar em estufa a 60 °C, até massa constante. Da amostra
desidratada foram realizadas as determinacfes posteriores. O teor de
amido foi determinado a partir da digestédo acida seguida de quantificacéo
colorimétrica dos acUcares redutores com reagente 2-4 dinitrofenol (Freitas
et al.,, 2006). O conteddo de amilose foi determinado colorimetricamente
pela quantificacdo em espectrofotbmetro da absorbancia do complexo
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iodo-amido (Gilbert; Spragg, 1964). Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Os dados foram submetidos a andlise da variancia individual e
conjunta. As médias foram submetidas ao teste de Skott Knott
considerando 5% de probabilidade de erro. As analises foram realizadas
com o auxilio do Software Genes versao 7.0.

Resultados e discussdes

A analise de variancia individual foi significativa (p<0,05) para
todas as varidveis em todos 0os ambientes, mostrando existir variabilidade
genética no grupo de clones avaliados. A interacéo genétipo X ambiente foi
significativa para todas as variaveis (p<0,01). Os clones avaliados diferem
quanto aos teores de massa seca em todos 0s ambientes, amido na
primavera e no verdo e amilose na primavera e no outono (Tabela 2, 3 4).

A maior média da massa seca foi obtida no verado (23,54%) e para
esse parametro foram selecionados os clones SJ 99159-8, SJ 00211-3, SJ
04503-6, SJ 02382-28 e Atlantic, cuja diferenca foi ndo significativa
(p<0,05) e superior aos demais em todos os ambientes. Os teores de
massa seca dos clones selecionados foram superiores no veréo
classificando-os como responsivos ao ambiente, uma vez que o verao
apresenta as melhores condi¢cdes para o crescimento e desenvolvimento
da batata (Souza, 2010).

A maior média do teor de amido foi obtida também no verdo
(83,48%) e foi possivel selecionar oito clones superiores em todos os
ambientes: SJ 01263-6, SJ 01275-3, SJ 99159-8, SJ 04514-2, SJ 02377-
33, SJ 02349-1, Asterix e Atlantic. Nao houve diferenca entre os clones no
cultivo de outono, tornando este ambiente inadequado para selecdo desse
caracter. No cultivo de outono foram observadas as menores diferencas
entre clones, o que pode ser explicado pelas menores médias dos clones
em relacdo aos cultivos de primavera e verdo. Esse resultado esta de
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Tabela 2 - Teor de massa seca de 16 clones avancados de batata e duas
testemunhas em trés ambientes de cultivo.

Clone Massa seca

Primavera Veréo Outono Média
SJ 01263-1 20.25 b* 23.15 b 19.80 b 21.07
SJ 01263-6 1940 b 2245 ¢ 1975 b 20.53
SJ01212-1 1925 b 22.95 b 20.60 b 20.93
SJ 01275-3 21.70 a 2345 b 2210 a 22.42
SJ 99159-8 2145 a 24.05 a 21.35 a 22.28
SJ 00211-3 2245 a 2440 a 2225 a 23.03
SJ 04514-2 2050 b 24.25 a 23.15 a 22.63
SJ 04503-6 2250 a 2480 a 2140 a 22.90
SJ 04503-9 1870 b 22.90 b 21.70 a 21.10
SJ 03475-31 1710 b 21.50 c 19.85 b 19.48
SJ 03425-26 1955 b 24.05 a 22.85 a 22.15
SJ02382-28 2205 a 2400 a 2185 a 22.63
SJ 02377-33 2290 a 25.55 a 22.60 a 23.68
SJ 02317-3 1940 b 2375 a 2320 a 22.12
SJ 02339-1 1820 b 22.20 c 21.35 a 20.58
SJ 02349-1 1985 b 2320 b 2020 b 21.08
Asterix 1980 b 22.85 b 20.25 b 20.97
Atlantic 21.05 a 2415 a 2250 a 22.57
Média 20.34 23.54 21.49 21.33

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 - Teor de amido de 16 clones avancados de batata e duas
testemunhas em trés ambientes de cultivo.

Amido

Clone

Primavera Verao Outono Média
SJ 01263-1 7058 ¢ 8041 b 7513 a 75.37
SJ 01263-6 8492 a 90.05 a 86.35 a 87.10
SJ01212-1 8492 a 7556 ¢ 7163 a 77.37
SJ 01275-3 86.32 a 87.94 a 86.04 a 86.77
SJ 99159-8 85.00 a 8497 a 80.06 a 83.34
SJ 00211-3 83.40 a 8236 b 76.65 a 80.80
SJ 04514-2 87.05 a 85.20 a 7753 a 83.26
SJ 04503-6 81.07 a 7885 b 7495 a 78.29
SJ 04503-9 7852 b 86.79 a 8395 a 83.09
SJ03475-31 8138 a 81.06 b 8275 a 81.73
SJ03425-26 84.76 a 7447 ¢ 7996 a 79.73
SJ02382-28 89.17 a 8229 b 80.04 a 83.83
SJ02377-33 8460 a 88.81 a 7959 a 84.33
SJ 02317-3 8051 a 80.75 b 81.05 a 80.77
SJ 02339-1 74.21 c 85.03 a 73.02 a 77.42
SJ 02349-1 82.96 a 84.00 a 7875 a 81.90
Asterix 85.01 a 8793 a 8269 a 85.21
Atlantic 89.05 a 86.21 a 8654 a 87.26
Média 82.97 83.48 79.81 80.53

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 - Teor de amilose de 16 clones avancados de batata e duas
testemunhas em trés ambientes de cultivo.

Amilose

Clone

Primavera Verao Outono Média
SJ 01263-1 13.06 a 10.07 a 1159 ¢ 11.57
SJ 01263-6 9.13 c 10.01 a 1116 ¢ 10.10
SJ01212-1 1117 b 13.74 a 1478 b 13.23
SJ 01275-3 9.38 c 11.39 a 1042 ¢ 10.39
SJ 99159-8 9.80 c 9.89 a 1080 ¢ 10.16
SJ 00211-3 11.20 b 1255 a 10.76 ¢ 11.50
SJ 04514-2 10.81 b 9.81 a 1228 ¢ 10.96
SJ 04503-6 10.00 ¢ 1021 a 1295 ¢ 11.05
SJ 04503-9 1164 b 1017 a 1160 ¢ 11.13
SJ 03475-31 1041 ¢ 9.91 a 1278 ¢ 11.03
SJ 03425-26 10.39 ¢ 11.21 a 1226 ¢ 11.29
SJ 02382-28  9.76 c 7.94 a 1054 ¢ 9.41
SJ 02377-33 1161 b 1041 a 1206 ¢ 11.36
SJ 02317-3 1145 b 9.58 a 1355 b 11.52
SJ 02339-1 1241 a 9.56 a 1639 a 12.78
SJ 02349-1 9.75 c 7.29 a 1083 ¢ 9.29
Asterix 10.76 b 9.99 a 11.66 c 10.80
Atlantic 9.00 c 8.63 a 1093 ¢ 9.52
Média 10.65 10.13 12.07 10.50

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-
Knott a 5% de probabilidade.

acordo com Freitas et al. (2006) que encontrou 0s menores teores de
amido na massa seca no outono. O outono apresenta condi¢cdes menos
favoraveis ao desenvolvimento, principalmente na fase de tuberizacao,
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onde radiacdo e temperatura tornam-se limitantes (Heldwein et al., 2009).
Pelos resultados obtidos, pode-se atribuir aos clones selecionados um
ciclo de desenvolvimento médio a tardio, com alto potencial de acumulo de
massa seca e amido em condi¢cdes de primavera e verdo (ambientes
favoraveis), e poucas diferencas genéticas nas condi¢des de outono.

O contetido de amilose foi maior na média do outono (12,07%),
contrastando com os resultados obtidos por Miller et al. (2009), que
encontrou média de 27,05% no outono e essa foi inferior a encontrada na
primavera (31,63%). Essas diferengcas entre os resultados podem ser
atribuidas aos clones utilizados e a variabilidade anual das condi¢ces de
cultivo. O cultivo de verdo ndo proporcionou diferencas entre os clones,
nao sendo um bom indicativo para selecionar clones para composicao do
amido. O componente da interagdo gendtipo x ambientes foi alta e
complexa, onde clones respondem diferentemente entre os ambientes. No
outono o clone SJ 02339-1 apresentou a melhor média (16,39%) diferindo
dos demais. Os clones SJ 01212-1 e SJ 00211-3 apresentaram 0s maiores
teores entre os clones no verdo e na primavera os clones selecionados
foram SJ 01263-1 SJ 02339-1. InteracBes complexas para teor de amilose
também foram observadas em feijdo (Ovando-Martinez et al., 2011). A
baixa quantidade de informac8es impossibilitam a selecdo para amilose,
apesar de existir variabilidade para o caracter.

Concluséo

Os trés ambientes de cultivo sdo informativos e complementares
para a diferenciacdo dos clones de batata quanto a qualidade de tubérculo.
A expressao dos caracteres massa seca e amido é maximizada nos cultivo
de verdo e primavera, enquanto que a diferenciacdo entre clones com
base na amilose foi possivel apenas na primavera e no outono.
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Resumo

A espécie llex paraguarienses (St- Hil) possui sua maior producéo no Sul
do Brasil. No entanto, é reconhecido no meio técnico-cientifico que a espécie tem
um baixo nivel de melhoramento genético. O controle de pragas na erva-mate, a
exemplo de outras culturas no Brasil, vem sendo realizado sem qualquer
conhecimento, e a perda por herbivoria nos ervais se torna preocupante. O
objetivo deste trabalho foi analisar efeitos da herbivoria em areas de monocultura
e areas de agroflorestas, tornando possivel a implantagdo de ervais com uma
selecao culminante do controle fisiolégico e genético das sementes para producéo
de mudas. Foram coletadas amostras foliares de individuos nos dois sistemas de
cultivos e contabilizadas o numero total de folhas coletadas e, dentre essas o
numero de folhas integras e folhas com sinais de perdas decorrentes da
herbivoria. Como resultado, apenas 19% das folhas apresentou-se sem nenhuma
interrupcdo na sua area foliar por motivo da herbivoria, e 81% das folhas
coletadas deparou-se com alguma perda na area foliar. Uma das primeiras
atitudes a serem tomadas para o melhoramento da espécie, € sem duvida
introduzir um sistema de selecdo de sementes com altas qualidades genéticas e
fisioldgicas, para a implantacdo de futuros ervais.

Palavras-chave: Controle. Cultivo. Herbivoria. Producéo. Qualidade.
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Introducao

A espécie llex paraguarienses (St- Hil) conhecida como erva-mate,
€ uma espécie perene, de porte arbéreo, de grande longetividade
(Carvalho, 2003) e apresenta uma ampla distribuicdo nos paises do
Mercosul, com sua maior producdo no Sul do Brasil. O Estado mais
produtor de erva-mate é o Rio Grande do Sul que possui 38741 hectares
plantados (IBGE, 2009; Tabela 1.), gerando renda & pequenos e médios
produtores e movimentando principalmente o setor ervateiro do Estado.

Tabela 1 - Média da producdo de erva-mate nos Estados com maior
producéo. IBGE, Produgédo Agricola Municipal 2008, RJ: IBGE 2009.

Estado Folha Area Area colhida Rendimento
verde (t) plantada (ha) (ha) médio (kg/ha)
SC 41.890 11.858 9.243 4,532
PR 132.556 35.973 31.695 4,182
RS 256.352 38.741 29.993 8.547
MS 3.929 424 286 13.737
TOTAL  434.727 86.996 71.217 7.749,5

A erva-mate forma um dos sistemas agroflorestais mais
caracteristicos da regido Sul do Brasil. A atividade agricola
predominantemente de agricultura familiar e o héabito alimentar do
chimarrdo desempenham um importante papel econémico, social e cultural
na regido sul do Pais (Montoya et.al., 1999).

Atualmente, através de pesquisas avancadas muito se descobre
sobre os componentes quimicos encontrados na espécie e os beneficios
que possui a erva-mate, explorando seu potencial ndo somente nos
setores ervateiros. O habito do chimarrdo ha muito tempo passou as
fronteiras do Rio Grande do Sul e, atualmente, vem sendo exportada para
aproximadamente 32 paises, principalmente do Mercosul. Porém, a erva-
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mate esta mudando de uma finalidade de manutencéo da tradicdo, para a
finalidade de bem-estar. O mundo caminha para uma tendéncia de
valorizacdo dos produtos organicos, no qual a erva-mate se enquadra. No
entanto, é reconhecido no meio técnico-cientifico que a espécie tem um
baixo nivel de melhoramento genético.

Em meio a alta tendéncia tecnolégica de equipamentos
sofisticados para os produtores rurais de outras culturas, o cultivo da erva-
mate que dispensa o0 uso de implementos agricolas, € sem duvida
promissora na geragdo de empregos e renda para pequenos e médios
agricultores. O incentivo ao aumento de plantios de ervais € propicio para
maximizar a rentabilidade em termos de produgdo e, abo mesmo tempo,
preservar e/ou recuperar 0S recursos naturais.

Durante muitos anos, a exploracao da erva-mate se restringia a
ervais nativos, mas, recentemente passou a ser cultivada também em
monocultura, sistema que favorece o0 desenvolvimento de pragas
(Penteado, 1995). O controle de pragas na erva-mate, a exemplo de outras
culturas no Brasil, vem sendo realizado sem qualquer conhecimento.

lede e Machado (1989) citaram a ocorréncia de 86 espécies de
insetos alimentando-se de diferentes partes da erveira, contudo, poucos
herbivoros podem ser considerados verdadeiras pragas, causando danos
econdmicos significativos. Segundo Borges et. al. (2003), as espécies
comumente citadas como pragas de |. paraguariensis sao: Hedypathes
betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera, Cerambycidae), popularmente
conhecido como broca-da-erva-mate ou corintiano;  Gyropsylla
spegazziniana (Lizer y Trelles, 1919) (Hemiptera, Psyllidae), ampola-da-
erva-mate; Thelosia camina (Schaus, 1920) (Lepidoptera, Eupterotidae), a
lagarta-da-ervamate; Hylesia spp. (Lepidoptera, Saturniidae) que
compreende diversas espécies conhecidas como lagartas-do-cartucho,
sendo registradas as espécies Hylesia sorana (Schaus, 1927) e Hylesia
fulviventris (Berg, 1883) Ceroplastes grandis (Hempel, 1900) (Hemiptera,
Coccidae) conhecida como cochonilha-de-cera (Pedrosa e Macedo, 1993;
Penteado, 1995; Lede et al. 2000).
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Perante este contexto torna-se visivel e essencial a implantacao de
pesquisas e variedades melhoradas genéticamente em plantios
comerciais, atendendo a demanda do mercado e principalmente as
exigéncias dos consumidores. Todavia, 0 objetivo deste trabalho foi
analisar efeitos da herbivoria em areas de monocultura e areas de
agroflorestas, tornando possivel a implantacdo de ervais com um
culminante controle fisiologico e genético das sementes.

Metodologia

O procedimento se deu em trés ervais de monocultura a pleno sol,
e trés ervais em sistemas de agroflorestas com um sombreamento parcial
dos ervais, onde ndo ha espagamento regular entre as plantas, e a idade
dos individuos é desconhecida. As coletas foram realizadas nos
municipios de Arvorezinha — RS e ll6polis — RS.

Foram amostrados em cada erval 10 individuos, onde
aleatoriamente um ramo inferior e um ramo central de cada individuo
foram desfolhados e depositados em sacos plasticos de 13 cm x 23 cm
identificados. Apos a coleta do material vegetal foram contadas o numero
total de folhas coletadas de cada individuo e, em meio a essas, o nUmero
de folhas com sinais de herbivoria. Posteriormente foi calculada a
porcentagem de folhas danificadas e folhas integras de cada area
amostrada e comparados os resultados em ervais de monocultura e ervais
com sistema agroflorestal.

Resultados e discussdes

Diante as analises de contagem foliares, foram verificadas que o
namero de folhas totais coletadas somaram um total de 2596 folhas, onde
502 folhas consideravam-se integras e, 2094 folhas apresentaram sinais
de perda na area foliar por herbivoria, ou seja, conforme o Figura 1.
apenas 19% das folhas apresentaram-se sem nenhuma interrupcdo na
sua area foliar por motivo da herbivoria, e 81% das folhas coletadas
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depararam-se com alguma perda na area foliar, na sua maioria perdas
significativas.

19%

Figura 1 — Porcentagem de folhas de llex paraguarienses coletadas com
sinais de danos por herbivoria (1), e folhas integras, sem perda de area
foliar (2).

Perante esses numeros, estima-se que a quantidade de massa
foliar perdida por herbivoria na producédo ervateira atinja um nimero muito
significativo, sendo analisado na proxima etapa do trabalho.

As folhas de erva-mate, por serem consumidas in natura,
dificultam o controle de pragas, principalmente por produtos quimicos, por
gerar residuos nas folhas, fazendo com que esse controle seja manual.

Talvez, um dos principais problemas seja a falta de controle nos
plantios de mudas de erva-mate, pois essas conforme relato de produtores
¢é feita sem nenhum controle de originalidade de sementes, estimando que
as qualidades genéticas e fisiolégicas das sementes sejam muito baixas.
Sendo isso, para futuros plantios de ervais deveriam comecar a ser
tomadas algumas medidas simples de controle de producdo de mudas,
onde se encaixa principalmente a selecdo de origem das sementes.
Através de conhecimentos sobre a espécie, individuos e a area a ser
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introduzida o erval, poderdo ser selecionados sementes para mudas de
individuos que apresentem uma tolerancia maior ao ataque das pragas.

Conclusao

Através de incentivo a pesquisas e a divulgacdo dos resultados
para a populacdo produtora de erva-mate, poderdo ser tomadas aos
poucos as devidas atitudes para o melhoramento na qualidade e o
aumento de produtividade dos ervais. Sem duvida uma das primeiras
atitudes a serem tomadas para o melhoramento da espécie, seja introduzir
um sistema de cultivo dos ervais, onde sejam selecionadas sementes para
mudas de ervais comerciais com uma qualidade genética e fisiol6gica alta,
oferecendo uma alta qualidade e rentabilidade para a economia ervateira.
S6 assim, atendendo as exigéncias dos consumidores por qualidade, a
producdo poderd ter aumentos significativos na producdo ervateira e 0s
recursos naturais da erva-mate poderdo ser mantidos sem grandes
preocupagoes.
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Resumo

A cultura de apices caulinares € uma técnica da cultura de tecidos que
possibilita a limpeza clonal, e apdés os explantes sdo subcultivados por
micropagacgdo, para posterior obtengdo de mudas pré-basicas livres de virus.
Essas técnicas sdo consideradas mantenedoras da fidelidade genética das
cultivares, mas ha muito se sabe que é possivel ocorrer variagdo somaclonal. Os
objetivos deste estudo foi avaliar o comportamento in vitro de diferentes rametes
da cultivar Atlantic no cultivo inicial e ao longo de oito subcultivos. Inicialmente
foram utilizados 40 explantes, sendo 20 apices caulinares e 20 gemas axilares,
provenientes da brotagdo de tubérculos indexados para viroses. Os explantes
foram cultivados inicialmente por 90 dias e a cada 30 dias foram realizados oito
subcultivos. Durante a realizacdo dos subcultivos foram observadas
caracteristicas morfolégicas dos rametes, a saber: o0 numero total de brotos e o
numero total de gemas formados. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), arranjo bifatorial composto por diferentes rametes
e os cultivo/subcultivos. As variaveis avaliadas apresentaram efeito significativo
dos fatores principais ramete e cultivo/subcultivo. Os rametes de Atlantic
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apresentam comportamento in vitro diferenciado. Ocorre, também, diferenca
significativa entre os subcultivos da Atlantic.

Palavras chave : Cultura de tecidos. Solanum tuberosum. Variacdo somaclonal.
Introducéo

A batata (Solanum tuberosum L.) era consumida pelos povos da
regido andina, onde teve origem, ha aproximadamente sete mil anos,
quando teve inicio sua domesticagdo (FAO, 2008). A batata se tornou um
alimento popular apés ser levada da Europa para a América do Norte, em
1620 Lopes e Buso (1999).

No Brasil, a produ¢cdo comecou de forma mais intensa na década
de 1920 no cinturdo verde de S&o Paulo e se concentra nas regides sul e
sudeste Lopes e Buso (1999). A area plantada no pais em 2009 foi
estimada em 141 mil hectares e a produgdo chegou a 3,4 milhdes de
toneladas (Ibge, 2010).

Em 2007, a Asia e a Europa concentravam 80% da produg&o
mundial de batata, com maior consumo per capita entre 0s europeus € 0
menor na Africa e América Latina, onde tem aumentado. A producéo
mundial de batata &, atualmente, de 325,3 milhGes de toneladas em uma
area superior a 19,3 milhdes de hectares, com uma produtividade média
de 16,8 toneladas/hectare (Fao, 2008).

A producdo de batata enfrenta muitos problemas com relacdo a
sanidade. Os virus sdo muito importantes nessa cultura, pois quando
ocorrem em lavouras produtoras de batata-semente comprometem o seu
posterior cultivo. Isso acarretara em aumento dos custos de producédo e
reducdo na qualidade dos tubérculos destinados a comercializagao.

A eliminacdo das particulas virais das cultivares €, normalmente,
efetuada por uma técnica da cultura de tecidos denominada cultura de
apices caulinares. Apés a regeneracao dos apices caulinares, a qual
ocorre em um periodo variavel para cada clone, em geral de 90 a 120 dias,
sdo efetuados varios subcultivos, em geral a cada 30 dias, com o objetivo
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de multiplicar os explantes que, posteriormente, resultardo em mudas pré-
bésicas.

A adocao da cultura de tecidos pela industria de batatas foi uma
inovacdo importante para a renovacdo do material propagativo, diminuindo
a contaminacdo dos tubérculos-semente com patégenos e, principalmente,
virus. Com menor ocorréncia de doencas nas lavouras é possivel obter
maior rendimento na produtividade de tubérculos (Fao, 2008).

Essas técnicas da cultura de tecidos preservam, na maioria dos
casos, a identidade do gendtipo regenerado, mantendo a estabilidade
genética. No entanto, sabe-se que a cultura de tecidos pode induzir
variabilidade genética no material multiplicado in vitro. As variacdes
induzidas por cultura de tecidos em plantas regenerantes sao chamadas
de variagdo somaclonal. Os objetivos deste estudo foi avaliar o
comportamento in vitro de diferentes rametes da cultivar Atlantic no cultivo
inicial e ao longo de oito subcultivos.

Metodologia

Vinte apices caulinares e igual nUmero de gemas axilares foram
isolados de brotacdes de tubérculos da cultivar Atlantic cujas plantas
matrizes foram indexadas para as principais viroses. O material foi
proveniente da EMBRAPA - Canoinhas, SC. Os tubérculos foram
plantados, em 04 de setembro de 2008, em vasos n° 15 (1,3 L de
capacidade e 15 cm de altura), com substrato Plantmax®.
Aproximadamente 30 dias apds o plantio dos tubérculos, as hastes foram
coletadas, desfolhadas e conduzidas ao Laboratério, onde foram
separadas em gemas individuais e submetidas a assepsia por imerséo em
etanol a 70% (v/v) durante 10 segundos, seguido por imersdo em
hipoclorito de sddio a 2% (v/v) durante 15 minutos, na qual adicionaram-se
duas gotas de detergente comercial para cada 100 ml de solugdo. Apds,
em camara de fluxo laminar foram realizados trés enxagiies consecutivos
em agua destilada e autoclavada. Em seguida, com o auxilio de
microscopio estereoscoépico, foram extraidos 20 apices caulinares e 20
gemas axilares de, aproximadamente, 0,3 cm, os quais foram colocados,
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individualmente, em frascos com 10 ml de capacidade, contendo 2 ml de
meio base MS (Murashigue; Skoog, 1962) sem reguladores de
crescimento e com 3,0% de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,6% de
agar, em pH 5,7.

O periodo inicial de cultivo foi de 90 dias, sendo que, a cada 30
dias, os explantes foram transferidos (subcultivados) para meio fresco, de
igual composicdo, porém suplementado com os fitorreguladores 6-
Benzilaminopurina — BAP (1 mg L™); Acido a-Naftaleno Acético - ANA
(0,01 mg L'l); e Acido Giberélico - GA; (0,1 mg L'l). A partir do cultivo
inicial, foram efetuados oito subcultivos, separando-se, em cada um, em
frascos diferentes, os &pices caulinares e os explantes derivados de
organogénese indireta (calo) que originaram novos rametes.

Ao final do primeiro cultivo e em cada subcultivo subsequente
foram avaliados o nimero total de brotos formados e o nimero de total de
gemas axilares formadas. Decorridos 90 dias do cultivo inicial, a maioria
dos 4&pices caulinares e das gemas axilares foram perdidas em
decorréncia de contaminagBes microbianas, oxidacdo fendlica e/ou
albinismo. Contudo, ao longo dos subcultivos foram formados novos
explantes por organogénese indireta. Esses novos explantes derivados de
calo receberam a mesma numeracdo do ramete de onde se originaram
seguida pela letra D (por exemplo: 15D).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), arranjo bifatorial A x D, em que os niveis do fator “A”
referem-se aos diferentes rametes e os niveis do fator “D”, ao cultivo e aos
oito subcultivos efetuados. Os niveis do fator “A” foram variaveis ao longo
dos subcultivos, sendo quatro no primeiro cultivo; 18 no primeiro
subcultivo; 17 no segundo; 10 no terceiro; oito no quarto; sete no quinto e
sexto subcultivos e seis rametes no sétimo e oitavo subcultivos. O numero
de repeticdes foi igualmente variavel: o primeiro cultivo iniciou-se com duas
repeticdes de cada ramete constituidas pelo &pice caulinar e por uma
gema axilar de uma planta proveniente da brotagdo de um tubérculo da
cultivar Atlantic (Tabela 1).
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Tabela 1 - NOmero de repeticbes para cada ramete em cada
cultivo/subcultivos.

Ramete Cultivo Subcultivo

1 2 3 4 5 6 7 8
1D - 5 2 3* - - - - -
2D - 6 3 - - - - - -
3D - 5 3 3 12 21 20 20 20
4D - 4 3 - - - - - -
5D - 7 21 27 21 24 21 20 24
6A 2 5 - - - - - - -
6D - - b - - - - - -
7D - 6 15 14 8 7 2 - -
8D - 4 2 - - - - - -
9A 2 3 - - - - - - -
9D - -1 - - - - - -
10D - 4 2 2 - - - - -
11A 2 4 - - - - - - -
12D - 4 - - - - - - -
13D - 5 14 24 20 22 20 21 24
14A 2 3 3 6 25 24 22 24 22
14D - 2 11 13 22 22 20 22 20
15D - 6 8 8 - - - - -
16A 2 1 1 - - - - - -
16D - 2 5 6 12 20 20 24 20
17D - 5 3 - - - - - -

* Rametes que ndo apresentam repeticdo no subcultivo seguinte forem
perdidos.

Os dados foram submetidos & andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro com o auxilio do Software SISVAR (Ferreira 2000).
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Resultados e discussdes

Decorridos os 90 dias do cultivo inicial, apenas cinco rametes (6A,
9A, 11A, 14A e 16A) sobreviveram. Destes, apenas 14A permaneceu até o
final da avaliagdo; os demais sobreviveram apenas até o primeiro (6A, 9A
e 11A) ou segundo (16A) subcultivo. Contudo, a maioria deles formou
novos rametes por organogénese indireta, mas a maioria desses
propagulos ndo resistiu até o final do experimento. Essas perdas foram
ocasionadas por contaminacdes microbianas, albinismo ou oxidagfes
fendlicas.

A formacdo total de brotos (Tabela 2) diferiu significativamente
entre os rametes. Aqueles rametes que tiveram um nimero maior de
subcultivos ou que sobreviveram até o final (oito subcultivos) apresentaram
as maiores médias de brotacéo, conforme era de se esperar. Apenas dois
rametes (15D e 16A) tiveram médias superiores a um e ambos chegaram
ao ultimo subcultivo.

Em relacdo aos cultivos e subcultivos (Tabela 3), o primeiro cultivo
e o primeiro e segundo subcultivos ndo diferiram significativamente entre
si, apresentando as menores médias. Estes diferiram apenas dos demais
subcultivos, que apresentaram maior formacéao total de brotos, de acordo
com as expectativas.

Os resultados observados demonstram que 0s rametes nado
perderam a capacidade de formar brotos ao longo dos oito subcultivos. A
suplementacdo com BAP nédo diminuiu a formacao de brotos.

No que diz respeito ao ndmero total de gemas formadas (Tabela
2), também foi possivel observar as menores médias naqueles rametes
que tiveram poucos subcultivos e as mais altas, nos rametes que
persistiram por mais tempo na cultura de tecidos. A menor média foi de
0,17 no ramete 1D e a maior média, de 5,81 em 5D.
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Tabela 2 — Efeito dos diferentes rametes sobre diferentes caracteristicas
na cultivar Atlantic de batata. UFSM, Santa Maria, 2010.

Ramete Numero total de Numero total de
brotos formados gemas
1D* 0,08b 0,17b
2D 0,09b 0,18b
3D 0,83a 3,40a
4D 0,22b 0,33b
5D 1,02a 5,81a
6A 0,14b 0,29b
6D 0,14b 0,29b
7D 0,84a 4,41a
8D 0,12b 0,25b
9A 0,20b 0,40b
9D 0,25b 0,50b
10D 0,10b 0,20b
11A 0,17b 0,33b
12D 0,17b 0,33b
13D 0,77a 3,40a
14A 1,06a 5,53a
14D 0,88a 4,07a
15D 0,46a 2,00b
16A 0,96a 4,00a
16D 0,97a 4,29a
17D 0,10b 0,20b
Média 0,96 4,00
CV(%) 52,11 56,55

* Ramete originado por organogénese indireta.
** Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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As médias de gemas formadas no primeiro cultivo e primeiro
subcultivo foram 1,50 e 1,79 (Tabela 3), respectivamente, e néo diferiram
entre si, mas diferiram dos demais subcultivos. O segundo subcultivo
apresentou média de 3,09 e diferiu significativamente dos demais. O
quarto e o sexto subcultivos ndo diferiram significativamente entre si, mas
diferiram dos demais subcultivos. Os subcultivos com maiores médias
foram o terceiro, o quinto, o sétimo e oitavo subcultivos, que nao diferiram
significativamente entre si. Esses resultados divergem das expectativas,
pois nos ultimos subcultivos deveria ter sido formado o maior niumero de
gemas. Inobstante, pode-se observar que os dois Ultimos subcultivos
pertencem ao grupo dos que se destacaram na formacéo de gemas.

Tabela 3 - Efeito dos diferentes subcultivos sobre diferentes
caracteristicas na cultivar Atlantic de batata. UFSM, Santa Maria, 2010.

Cultivo/ subcultivo Numero total de Numero total de

brotos formados gemas

1° cultivo 0,50b* 1,50d
1° subcultivo 0,31b 1,79d
2°subcultivo 0,57b 3,09¢c
3 °subcultivo 0,78a 4,49a
4°subcultivo 0,88a 3,94b
5°subcultivo 0,95a 4.,84a
6°subcultivo 0,97a 3,59b
7°subcultivo 0,99a 5,31a
8°subcultivo 1,00a 4,60a
Média 0,96 4,00

CV(%) 52,11 56,55

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Diferencgas significativas entre os diferentes rametes de um mesmo
ortete (clone), no caso a cultivar Atlantic, ndo eram esperadas, a
expectativa era de que haveria diferencas apenas entre os diferentes
cultivo/subcultivos a medida que as culturas progrediam no seu
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desenvolvimento in vitro. Duas hipéteses podem explicar esse
comportamento in vitro observado. Primeiro, as caracteristicas
morfologicas avaliadas na cultura de tecidos ndo sao alvo de analise pelos
programas de melhoramento. Sendo assim, a variabilidade fenotipica
observada no presente trabalho ndo foi observada pelo obtentor da cultivar
que, em funcédo disso, a considerou homogénea. Outra possibilidade, que
ndo descarta a anterior, € a de ocorréncia de variagdo somaclonal nos
diferentes rametes, 0 que explicaria as diferencas de comportamento in
vitro relatadas no presente trabalho.

Concluséo

Através desse estudo foi possivel verificar que os diferentes
rametes da cultivar Atlantic de batata comportam-se de maneira
diferenciada na cultura de tecidos. H& diferencas significativas entre os
subcultivos da cultivar Atlantic de batata, para as variaveis observadas.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi selecionar materiais genéticos de Eucalyptus
sp. (incluindo espécies, clones e hibridos) adaptados a regido Sudoeste do
Parand, visando atender a crescente demanda de madeira do mercado e diminuir
a pressao sobre as florestas naturais remanescentes. Com essa finalidade, foi
implantado o Projeto TUME (Teste de Uso Mdltiplo de Eucalyptus) na Unidade de
Ensino e Pesquisa em Silvicultura da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana - Campus Dois Vizinhos. Foram analisados 16 materiais genéticos,
plantados em parcelas demonstrativas contendo 160 plantas cada, em
espacamento de 3 x 2 m. A primeira avaliagdo, realizada aos 30 dias de idade,
analisou-se a porcentagem de sobrevivéncia. A segunda avaliacdo, realizada aos
15 meses, descrita nesse trabalho, considerou a altura da planta, o didmetro do
colo e duas medidas de diametro da copa. Os materiais genéticos que
apresentaram os melhores resultados para todos os pardmetros analisados neste
estudo foram o Clone C-219 e E. urophylla clone floracdo. Entretanto, recomenda-
se continuar a conducdo do experimento a fim de avaliar as caracteristicas
silviculturais em idades mais avancadas, permitindo um embasamento técnico-
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cientifico nas recomendagfes dos materiais adaptados a regido Sudoeste do
Parana.

Palavras-chave : Eucalipto. Adaptacéo. Reflorestamento. Silvicultura. TUME.
Introducao

A cultura do eucalipto apresenta grande importancia econdémica,
ambiental e social para o Brasil. Atualmente, sdo plantados cerca de
quatro milhées e duzentos mil hectares para suprir a demanda de madeira
para celulose e carvao, principalmente, mas também para serraria painéis,
postes, mourbes, entre outras (ABRAF, 2009). Além de constituir
importante fonte de renda ao pais, contribui para a conservacdo ambiental
e de espécies nativas, pois minimiza exploracdo predatéria. O setor
florestal participa com de 3,5% no PIB brasileiro, equivalente a US$ 37,3
bilhdes. Sao gerados 4,33 milhdes de empregos ligados as florestas
plantadas e 2,58 milhdes de empregos ligados a florestas nativas (SBS,
2007).

Na regido Sudoeste do Parana, o crescente desenvolvimento
agroindustrial traz consigo uma crescente demanda por energia. Segundo
dados fornecidos pela EMATER, com base em observacfes empiricas de
campo, estima-se que cerca de 70% da madeira consumida ainda seja
proveniente de florestas nativas, a maioria de cortes ilegais. Dessa forma,
pesquisas devem ser realizadas para buscar novas fontes de madeira para
energia, minimizando a presséo de uso sobre as florestas nativas.

As espécies do género Eucalyptus sp. tem sido plantadas em
reflorestamentos para producdo de madeira com diversos fins, em fungéo
do seu rapido crescimento, adaptabilidade e qualidade da madeira
(Andrade, 1991). Esse género apresenta grande plasticidade, crescendo,
satisfatoriamente, em uma grande diversidade de condicBes
edafoclimaticas. No entanto, apresentam diferengas quanto as respostas
aos estimulos ambientais de cada nicho ecoldgico (Quiqui et al., 2001).

Com énfase em analisar a adaptabilidade de diferentes materiais
(espécies, hibridos e clones) do género Eucalyptus sp. na regido Sudoeste
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do Parana, foi instalado o Projeto TUME (Teste de Uso Mdltiplo de
Eucalyptus), em area demonstrativa na Unidade de Ensino e Pesquisa em
Silvicultura da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campus Dois
Vizinhos, Parana, Brasil.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho e a
potencialidade de diferentes materiais genéticos de Eucalyptus sp.,
plantados na regido Sudoeste do Parana.

Metodologia

O experimento foi instalado na Unidade de Ensino e Pesquisa em
Silvicultura da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos, Parand, em dezembro de 2009.

O clima caracteristico da regido € o Cfa, subtropical com chuvas
bem distribuidas durante o ano e verdes quentes. A regido registra
temperatura média anual de 19°C e precipitacdo pluviométrica média de
2.025 mm (IAPAR, 2008). O solo, classificado como Nitossolo Vermelho
(Bianchini et al., 2009), apresenta topografia ondulada e era utilizado
anteriormente no plantio de culturas anuais.

Os 16 materiais genéticos de Eucalyptus (entre espécies, clones
ou hibridos), avaliados neste trabalho, sdo provenientes de mudas clonais
adquiridas da Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais de Itatinga, Sao
Paulo, pertencente a Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP,
sendo compostas por: Eucalyptus urophylla, E. camaldulensis, E. pellita,
clone GFMO27, clone 1224, E. urophylla clone floracdo, clone C219, E.
exserta, E. propinqua, hibrido E. saligna x botryoides, hibrido E. pellita x
tereticornis, hibrido E. grandis x camadulensis, clone H13, E. citriodora, E.
robusta e E. grandis x urophylla.

O preparo do solo da area experimental foi realizado através da
aplicagdo de herbicida em area total e preparo na linha de plantio com uso
de subsolador de cinco hastes a uma profundidade de aproximadamente
30 cm. O plantio foi realizado manualmente, cada material genético em
uma parcela de dez linhas, com 16 plantas, em espacamento de 3 metros
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entre linhas e 2 metros entre plantas, com 160 plantas por material
genético, totalizando 2.560 plantas. O estudo foi instalado com
delineamento inteiramente casualizado, constituindo-se cada espécie um
tratamento e cada planta uma amostra.

ApOs dois meses, foi realizado o coroamento manual no entorno
das mudas, visando controlar a competicdo de ervas daninhas. Nas linhas
de plantio, a rocada foi realizada com o uso de rocadeira tratorizada, por
duas ocasibes, durante o ano. Depois de seis meses foi realizada a
primeira adubagdo, com 300 gramas de adubo NPK em férmula
equivalente a 09-26-12 formulada a partir de mistura de adubos
disponiveis. Na aplicagcdo manual desse adubo foi realizado novamente o
coroamento das mudas, incorporando o adubo e controlando ervas
daninhas.

A primeira avaliacdo realizada foi quanto a porcentagem de
sobrevivéncia das mudas a campo, a qual ocorreu um més apos o plantio
(Ribeiro et al., 2010). Nesta segunda avaliacdo, foram considerados os
seguintes parametros: altura (m), didmetro de colo (cm) e duas medidas
de diametro de copa (m), sendo realizada aos 15 meses de idade.

ApOs a avaliagdo, os dados foram digitados em planilha eletrénica
e submetidos a analise de variancia e teste de comparacédo de médias com
o software Assistat v. 7.6 Beta.

Resultados e discussodes

Para essa segunda avaliacdo foi excluido o hibrido E. grandis x
camaldulensis, por ndo ter sobrevivido em quantidade suficiente para
avaliacdo. Segundo Ribeiro et al. (2010) cinco materiais genéticos
apresentaram indices de sobrevivéncia inferiores a 50%, entre eles o
hibrido citado. Os altos valores de mortalidade de mudas foram
decorrentes, principalmente, do estresse das mudas com transporte do
viveiro até o local de plantio, além disso, do déficit na irrigacdo nos
primeiros dias de plantio, ataque de formigas e mato-competicdo.
Entretanto, cabe destacar, que foi possivel observar quais os materiais
possuem maior capacidade de suportar estresses desse tipo, uma vez que
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todas as mudas passaram pelo mesmo processo de transporte, plantio,
irrigacéo e cuidados diversos.

Na Tabela 1 sdo apresentados os diferentes materiais genéticos e
os resultados de altura da planta (m), diametro do colo (cm) e diametros
de copa (m), obtidos na segunda avaliacdo do experimento. O Clone C-
219 apresentou os melhores resultados em todos os parametros
analisados: altura, didmetro do colo e nas duas medidas de didmetros de
copa, com valores 5,03 m, 6,43 cm, 3,43 m e 3,23 m, respectivamente.
Cabe destacar, que esse clone teve a menor porcentagem de
sobrevivéncia (16%) na avaliacao realizada um més apés o plantio das
mudas (Ribeiro et al., 2010). Entretanto, podemos constatar que as mudas
que sobreviveram apresentaram elevada capacidade de recuperacdo e
desenvolvimento, podendo ser um material promissor para a regido se
tomados os devidos cuidados visando minimizar os estresses causados na
implantagc&o do experimento.

A espécie E. urophylla clone floracdo também apresentou bom
desempenho em todos os parametros observados: altura (3,83 m),
didmetro do colo (5,64 cm) e didmetros de copa (Dc 1 e Dc 2, com 3,43 e
3,23 m, respectivamente), ndo diferindo estatisticamente do Clone C-219,
em relacdo a altura e diametro do colo. Na primeira avaliacéo realizada, a
taxa de sobrevivéncia desse material apresentou um indice de 59%
(Ribeiro et al., 2010). Podemos destacar também o desempenho da
espécie E. camaldulensis e do hibrido E. grandis x urophylla, pois além de
apresentarem bons resultados nos parametros analisados neste estudo,
também obtiveram maiores porcentagens de sobrevivéncia, sendo 67,9 e
66,3%, respectivamente (Ribeiro et al., 2010).

Diversos autores relatam que a espécie E. camaldulensis
apresenta altas taxas de sobrevivéncia, mostrando-se tolerante as
diferentes condicBes ambientais (Quiqui et al., 2001; Andrade, 1991; Higa
et al., 1997). De acordo com Ferreira et al. (1987) e Doran (1980) essa
espécie € mais resistente a seca, situacdo que ocorreu no inicio da
instalacdo do experimento. Com relagdo a variavel altura da planta, um
estudo de espécies realizado na zona da mata pernambucana, constatou
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que o E. camaldulensis apresentou um dos melhores desempenhos na
regido, quando comparados com outros materiais testados, apés 12
meses do plantio.

Tabela 1 — Altura da planta (Ht), didmetro do colo (Dc) e didmetros de copa
(Dc 1 e Dc 2) de diferentes materiais genéticos de Eucalyptus, aos 15
meses de idade, plantados na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Dois Vizinhos, 2011.

Material genético Ht (m) Dc (cm) Dc 1 (m) Dc 2 (m)
E. urophylla 2,22 b* 3,67b 1,75 1,73
E. exserta 1,75¢c 1,86 ¢ 1,04 0,99
Clone H-13 1,60c 2,89 bc 1,35 1,35
E. camaldulensis 2,75b 3,83b 1,81 1,78
E. propingua 1,70 c 3,56 b 1,50 1,48
E. citriodora 1,12d 190c 0,86 0,84
E. pellita 159c 2,90 bc 1,24 1,25
E. saligna x botryoides 2,00 bc 3,47b 1,70 1,69
E. robusta 1,91 bc 3,63b 1,77 1,78
Clone GFMO- 27 2,18b 2,82 bc 1,91 1,91
E. pellita x terecticornis 2,21 b 3,86 b 1,78 1,83
E. grandis x urophylla 255D 4,76 ab 2,15 2,15
Clone 1-224 2,44 b 4,18 ab 1,86 1,87
E. urophylla clone

floracéo 3,83a 5,64 a 2,72 2,78
Clone C-219 5,03 a 6,43 a 3,43 3,23

* médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukei a 5% de probabilidade de erro.

A espécie E. citriodora apresentou os piores resultados para a
maioria dos pardmetros analisados (altura e diametros de copa). Essa
espécie é susceptivel a geada, fato que pode ter contribuido para o seu
menor desenvolvimento na regido sudoeste do Parana (Quiqui et al.,
2001).

234 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Esses resultados permitiram identificar alguns materiais genéticos
melhores adaptados e promissores para a regido Sudoeste do Parana.
Entretanto, novas avaliacbes deverdo ser realizadas visando averiguar
possiveis mudancgas no comportamento desses materiais ao longo do seu
desenvolvimento.

Concluséo

Os materiais genéticos que obtiveram os melhores desempenhos
foram o Clone C-219 e E. urophylla clone floracdo, apresentando boas
perspectivas para o plantio na regido. Recomenda-se continuar a
conducédo do experimento a fim de avaliar as caracteristicas silviculturais
em idades mais avancadas, para dar suporte a tomada de decisao quanto
a escolha de espécies para cultivo na regido Sudoeste do Parana.
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Resumo

A propagacédo de plantas ornamentais através da estaquia tem sido um
dos métodos mais utilizados para a obtencdo de mudas para uso em paisagismo
devido principalmente a rapidez e simplicidade. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de doses de AIB no enraizamento de diferentes tipos de
estacas de Ligustrum sinense. Foram utilizadas estacas caulinares classificadas
quanto ao didmetro em apicais, medianas e basais. O experimento foi conduzido
em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial
(3x3), trés tipos de estaca (apical, mediana e basal) e trés doses de AIB (0, 1000 e
2000 mg.L'l), com 10 repeticbes e 10 estacas por unidade experimental.
Observou-se que ndo houve interacao entre tipos de estacas e doses de AIB para
0s parametros avaliados, com excecdo para 0 nUmero de raizes por estaca.
Conclui-se que o enraizamento das estacas de ligustrinho nao foi influenciado
pela presenca de &cido indol butirico, devendo-se dar preferéncia as estacas do
tipo basais e medianas na propagacao de ligustrinho.
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Palavras-chave : Arbusto ornamental. Propagacéo vegetativa. Acido indolbutirico.

Introducao

O ligustrinho (Ligustrum sinense Lour.), pertencente a familia
Oleaceae, é um arbusto ou arvoreta muito ramificado, originario da China e
Coréia, com folhas simples cartaceas e folhagem ornamental (Lorenzi e
Souza, 2008). No paisagismo, o arbusto tem sido utilizado para a formacgéo
de cercas vivas quando periodicamente podado, assim como em topiaria
ou até mesmo como planta isolada e com crescimento livre (Lorenzi e
Souza, 2008). O melhor crescimento da planta € observado quando em
ambiente a pleno sol ou meia sombra e em solos bem drenados. Além
disso, a espécie apresenta caracteristicas de resisténcia a salinidade e
tolerancia a geadas (Rockledge Gardens, 2011).

Segundo Rocha et al. (2004), a estaquia é o método de
propagacao vegetativa mais utilizado na producdo de mudas arbustivas,
por apresentar maior simplicidade, rapidez e baixo custo. Para Villa et al.
(2003), os fatores internos, como o balanco hormonal e o potencial
genético influenciam na formagdo do sistema radicular, sendo que o
equilibrio entre os diversos horménios tem forte influéncia na emissdo de
raizes em estacas. Ja Nascimento (2004) destaca que os fatores externos,
agua, temperatura e substrato sédo os que merecem atenc¢ao especial, pois
atuam diretamente no enraizamento.

De acordo com Wendling et al. (2005), as estacas poderem ser
classificadas em foliar, radicular e caulinar, sendo a do tipo caulinar mais
utilizada na propagacdo de plantas por estaquia. Salientam ainda que,
dependendo da regido da planta onde séo retiradas, as estacas caulinares
podem ser herbaceas, lenhosas ou semilenhosas. Cuidado especial deve
ser dado no preparo das estacas caulinares, salientando-se que em
épocas de intenso crescimento das brotacBes, o ponteiro dos ramos
(estacas apicais) em geral € fino e tenro e deve ser eliminado, pois
poderdo ocorrer perdas de estacas por mortalidade no momento do
enraizamento, resultante do seu escurecimento. Da mesma forma, a
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por¢cdo basal deve ser retirada da formacdo das estacas quando se
apresentar muito lignificada (Wendling et al., 2005).

O uso de hormonios para o enraizamento € um método eficiente,
principalmente para espécies de dificil obtencdo de raizes, pois aumenta a
porcentagem de estacas enraizadas, a velocidade de formag&o, o nimero
e a qualidade das raizes formadas além de se obter um enraizamento
mais homogéneo. Dentre os horménios mais usados para a obtencéo de
raizes esta o acido indolbutirico (Wendling et al., 2005; Farré, 2011).
Fachinello et al. (1995) relatam que o acido indolacético (AlA) é a principal
auxina natural dos vegetais, sintetizado nas gemas apicais e nas folhas
novas, sendo translocado para a base da planta por um mecanismo de
transporte polar. Outras auxinas sintéticas como o acido indolbutirico (AIB)
e o0 acido naftalenoacético (ANA), podem ser utilizados como promotores
de enraizamento, mostrando-se até mesmo, mais eficientes do que a
auxina natural (Souza, 2008). De Bona et al. (2002), avaliando a influéncia
do numero de folhas sobre o enraizamento de Ligustrum sinense,
recomendam para a propagacao por estaquia semilenhosa a utilizacdo de
estacas sem folhas coletadas no final do inverno. O objetivo do trabalho foi
avaliar a influéncia de doses de AIB no enraizamento de diferentes tipos de
estacas de Ligustrum sinense.

Metodologia

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacao no periodo de
06 de setembro a 22 de dezembro de 2010, no Setor de Floricultura, do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). Foram utilizadas estacas caulinares de Ligustrum sinense,
retiradas de matrizes adultas sadias, do Setor de Floricultura, sendo
classificadas quanto ao didmetro em: apicais (£3mm), medianas (3,1 a
<6mm) e basais (6,1 a <9mm).

As estacas foram coletadas no dia 6 de setembro de 2010, e
preparadas com um corte transversal abaixo da gema, na parte superior, e
em forma de bisel na base e padronizadas com tamanho entre 8 a 10cm.
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Em todas as estacas foram mantidas as folhas. Imediatamente apoés o
corte, as estacas foram tratadas com solucéo de acido indolbutirico (AIB),
via po, nas concentracdes de 0, 1000 e 2000 mg.L'l. O tratamento
testemunha constituiu-se de imersdo da base das estacas em agua
destilada. As estacas, apo0s os tratamentos, foram colocadas em estufim,
dentro da casa-de-vegetacdo, em mesa de enraizamento contendo casca
de arroz carbonizada, mantendo-se nebulizacdo intermitente. O
experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial (3x3), trés tipos de estaca (apical,
mediana e basal) e trés doses de AIB (0, 1000 e 2000 mg.L™), com 10
repeticbes e 10 estacas por unidade experimental. A avaliacdo do
experimento ocorreu no dia 22 de dezembro de 2010, sendo avaliadas as
seguintes caracteristicas fitotécnicas: estacas enraizadas (%), nimero de
raizes, comprimento de raizes (cm) e estacas mortas (%). Os resultados
foram analisados por meio de analise de variancia. As médias foram
comparadas, utilizando-se o teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade. A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa
Sisvar (Ferreira, 2000).

Resultados e discussdes

Os valores médios de porcentagem de estacas enraizadas,
porcentagem de estacas brotadas, nidmero de brotos por estaca e
porcentagem de estacas mortas sdo apresentados na Tabela 1. Observa-
se que as estacas do tipo basal e mediana nao diferiram significativamente
entre si e apresentaram valores superiores para porcentagem de estacas
enraizadas e porcentagem de estacas brotadas em relacdo a estaca
apical. De Bona et al. (2002) avaliando estacas semilenhosas de Ligustrum
sinense coletadas no final do inverno, verificaram uma alta porcentagem
de enraizamento e brotac&o, acima de 85% e 90%, respectivamente. Lone
et al. (2010) avaliando o enraizamento de estacas de azaléia coletadas no
outono observaram, em média, uma porcentagem de 96% de estacas
enraizadas.

Quanto ao nudmero de brotos observa-se que a estaca basal
apresentou valor superior em relacdo aos demais tipos de estacas, nao
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sendo observada diferenca significativa entre as estacas basais e
medianas (Tabela 1). De Bona et al. (2002) avaliando o enraizamento de
estacas semilenhosas de Ligustrum sinense obtiveram valores inferiores
aos registrados neste experimento para o tratamento de estacas basais.

A porcentagem de estacas mortas foi significativamente superior
nas estacas retiradas da regido apical (48,89%), conforme se observa na
Tabela 1. Este resultado é reflexo da menor porcentagem de estacas
enraizadas (32,22%) e da menor porcentagem de estacas brotadas
(47,78%), em relacdo aos demais tratamentos.

Tabela 1 — Valores médios de porcentagem de estacas enraizadas (PEE),
porcentagem de estacas brotadas (PEB), numero de brotos (NB) e
porcentagem de estacas mortas (PEM) avaliados em ligustrinho em fung&o
do tipo de estaca. Santa Maria, RS, 2010.

Tipos de estaca PEE (%) PEB (%) NB PEM (%)
Apical 32,22b* 47,78b 466b 48,89a
Basal 74,00 a 84,00 a 8,54 a 14,00 b
Mediana 65,00 a 83,33 a 6,11b 10,83 b
C.V. (%) 15,03 11,14 26,28 38,14

* Médias da mesma coluna seguidas de uma mesma letra ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A variavel nidmero de raizes foi a Unica em que se detectou
interacdo entre tipos de estacas e doses de horménio (Tabela 2). Na
auséncia de AIB ndo houve diferenca de ndimero de raizes entre os
diferentes tipos de estacas. Quando se aplicou AIB as estacas basais
responderam positivamente com maior nimero de raizes formadas
(Tabela 2). As estacas basais produziram maior nimero de raizes com a
dose 1000 mg L™. Nas estacas medianas e apicais nao foi verificado efeito
quanto a presenca ou auséncia do horménio de enraizamento em relacdo
ao numero de raizes por estaca (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores médios de nimero de raizes para as combinacdes de
tipos de estacas de ligustrinho e doses de AIB. Santa Maria, 2010

Tipos de Doses de AIB (mg.L™)

Estacas 5 1000 2000
Basal 8,638 a* 1899Aa 1136Ba
Mediana 794 Aa 6,86 Ab 735Ab
Apical 5,00 Aa 9,06 Ab 5,62 Ab

CV.(%) 3494

* Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula na coluna e
mailscula na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Concluséo

Nas condicbes em que foi conduzido o experimento o
enraizamento das estacas de ligustrinho néo foi influenciado pela presenca
de acido indol butirico para todos os parametros avaliados com excecao
do nimero de raizes por estaca. Deve-se dar preferéncia as estacas do
tipo basais e medianas na propagacéo de ligustrinho.
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Resumo

A propagacdo vegetativa por estaquia apresenta-se como alternativa para
corrigir problemas oriundos da producdo de mudas de erva-mate por sementes. O
objetivo deste trabalho foi verificar a variabilidade no potencial de enraizamento de
gendtipos de erva-mate e o efeito do acido indolbutirico (AIB). Em um erval em
llopolis, RS, foram selecionados quatro gendtipos por suas boas caracteristicas e
comparado o efeito do uso de 8.000 mg L* de AIB (15 seg) com estacas nao
tratadas. O delineamento foi em blocos casualizados, no esquema fatorial 4 x 2 (4
Gendtipos x 2 doses de AIB), com 3 repeticbes e 12 estacas por parcela. A
estaquia foi realizada em novembro, em estufa como nebulizac¢do intermitente, em
bandejas alveoladas (72 células) contendo casca de arroz carbonizada +
vermiculita média (1:1, v:v). Apés 70 dias foi verificado que o genétipo 1,
independente do uso do AIB, apresentou a maior porcentagem de estacas vivas
(86,1%), de retencéo de folhas (59%) e de brotacéo (68%). Quando aplicado AIB,
proporcionou a maior taxa de enraizamento (77,8%). Concluiu-se, assim, que o
potencial de enraizamento varia entre genoétipos de erva-mate. O gendtipo 1
destacou-se por apresentar elevado potencial de enraizamento, quando tratado
com 8.000 mg L™ de AIB.

Palavras-chave : Propagacdo vegetativa. Producdo de mudas. Estacas.
Enraizamento.
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Introducao

Nativa do bioma Mata Atlantica e tipica das Florestas Ombrdfilas
Mistas, especialmente nas matas de pinheiros, a erva-mate foi
gradativamente reduzindo sua populacdo original a partir do século
passado, com a exploracdo extrativista da araucaria, com a qual convivia;
pela expansdo da agricultura e da pecuaria; pela inadequada forma de
manejo, especialmente a colheita com material inadequado (facdo); e pela
prépria idade avancada das plantas (senescéncia).

Na década de 1980, se da o aumento do consumo da erva-mate, e
a necessidade da implantacdo de novos ervais para atender a demanda de
matéria-prima. Atualmente, o seu cultivo é uma atividade agricola
importante, por fatores econdmicos, sociais e ambientais, especialmente
em regides de pequenas e médias propriedades. O aumento do consumo
da erva-mate nas Ultimas décadas tem exigido a implantacdo de novos
ervais. Comercialmente, a producdo de mudas ocorre a partir de sementes.
Este fato, por si s0, justificaria a desuniformidade dos ervais implantados,
por ndo garantir a manutencado das caracteristicas da planta matriz. Porém,
outro aspecto agrava o problema, que é o fato das plantas serem didicas
(plantas femininas e masculinas), exigindo a fecundacdo cruzada e
gerando maior variabilidade genética.

Conforme Sturion (1988), dentre as dificuldades verificadas na
propagacao por sementes estdo a baixa porcentagem de germinacédo, a
baixa qualidade genética e fisiologica das sementes, o tempo prolongado
para obtencdo da muda e a desuniformidade das mudas produzidas. Da
Croce e Floss (1999) ratificam e acrescentam, relatando que os plantios
séo realizados, muitas vezes, a partir de mudas oriundas de sementes de
baixa qualidade, colhidas em ervais nativos e sem critério de selecao das
plantas matrizes, o que tem resultado em ervais de baixo rendimento.

O emprego de técnicas de multiplicacdo vegetativa apresenta-se
como alternativa para a propagacdo de plantas selecionadas (Zaniolo e
Zanette, 2001). Dentre as técnicas podemos apontar a enxertia, a
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micropropagacdo e a estaquia. As duas primeiras, sob o ponto de vista
comercial, teriam como restricdo o possivel elevado custo da muda. A
estaquia tem sido razoavelmente estudada, porém com obtencdo de
baixas e variaveis taxas de enraizamento. Viabilizando o processo de
estaquia, seria possivel obter, em menor espaco de tempo, plantas mais
vigorosas e idénticas a planta matriz.

O objetivo deste trabalho foi verificar a variabilidade no potencial
de enraizamento de estacas de genotipos de erva-mate e comparar o
efeito do uso do acido indolbutirico (AIB) aplicado as estacas na inducéo
do enraizamento.

Metodologia

O trabalho foi conduzido no Setor de Horticultura da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo
Fundo (UPF), em Passo Fundo - RS, em uma estufa de polietileno com 70
% de sombreamento, medindo 210 m?, com 2,5 m de altura do pé direito,
em estrutura de aluminio galvanizado. O sistema de irrigacdo era do tipo
nebulizagc&o intermitente (molhamento por 10 segundos em intervalos de
10 minutos).

Quatro gendtipos foram selecionados como matrizes, pelo bom
aspecto e enfolhamento, em um erval no municipio de llépolis, RS.
Estacas semilenhosas, de brotagBes do ano, foram padronizadas com 10
cm, deixando um par de folhas reduzidas pela metade. Apés, foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio (0,5%) e lavadas em agua corrente.
A estaquia foi realizada no inicio de novembro (07/11), tratando as estacas
com 8.000 mg L™* de AIB (imerséo de 3 cm da base por 15 segundos),
comparadas com estacas ndo tratadas. O enterrio foi a 4 cm, em bandejas
alveoladas (72 células) contendo casca de arroz carbonizada + vermiculita
média (1:1, v:v). Ap6s 70 dias foram avaliadas a porcentagem de estacas
vivas, de queda de folhas, de estacas brotadas e enraizadas, o niumero
médio de raizes por estaca e 0 comprimento da maior raiz.
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Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, no esquema
fatorial 4 x 2 (4 Gendtipos x 2 doses de AIB), com 3 repeticbes e 12
estacas por parcela. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e
ao teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. O experimento foi
monitorado semanalmente e as avaliacbes de porcentagem de estacas
vivas, queda de folhas, brotacdo e enraizamento foram realizadas 70 dias
apos o plantio das estacas.

Resultados e discussodes

A maior porcentagem de estacas vivas (86,1%) foi obtida no
gendtipo 1, enquanto nos demais genotipos variou de 30,6% a 44,4%. O
uso do fitorregulador AIB nao influenciou a sobrevivéncia em nenhum dos
gendtipos (Tabela 1). A menor queda de folhas ocorreu nas estacas do
gendtipo 1 (41%), tendo ocorrido de forma acentuada nos demais
gendtipos, que ndo difereiram entre si (79,9% a 86,1%). Nao houve efeito
significativo do AIB sobre esta variavel. O gendtipo 1 também apresentou
maior porcentagem de estacas brotadas (68%), ndo diferindo os demais
gendtipos entre si (Tabela 2). Sobre esta variavel, mais uma vez nao
houve efeito do AIB.

A mortalidade das estacas demonstrou forte relagdo com a queda
de folhas, possivelmente pela reducdo na disponibilidade de
fotoasimilados, antes produzidos pelas mesmas. Conforme Graca et al.
(1988), um dos principais fatores que tem dificultado o desenvolvimento da
técnica de estaquia em erva-mate é a alta mortalidade das estacas,
caracterizada pelo enegrecimento das estacas seguido de apodrecimento,
podendo estar associado a umidade e temperaturas altas na casa de
vegetacdo, condi¢des ideais para o desenvolvimento de fungos.
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Tabela 1 - Porcentagem de estacas vivas e de queda de folhas de quatro
gendtipos de erva-mate, com e sem tratamento com 8.000 mg L™ de AIB,
aos 70 dias apos a estaquia realizada em novembro. FAMV/UPF, Passo
Fundo, RS.

Estacas vivas (%) Queda de folhas (%)
T G wea T e
1 86,1 86,1 86,1 A* 43,1 389 410B
2 33,3 29,1 31,2B 83,3 85,4 84,4 A
3 334 27,8 30,6 B 82,0 90,3 86,1A
4 50,0 38,9 44,4 B 68,1 91,7 79,9 A
Média 50,7 a 455 a 69,1 a 76,6 a
CV.(%) 23,3 12,8

* Médias seguidas de mesma letra, mailscula na vertical e mindscula na
horizontal, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

O maior percentual de estacas enraizadas (77,8%) foi
proporcionado pelo gendtipo 1, com o uso de AIB. Sem o tratamento com
o fitorregulador, o enraizamento foi muito baixo neste mesmo gendtipo
(19,4%), e nulo nos demais (Tabela 2). Nos demais gendtipos, o uso do
AIB ndo estimulou o enraizamento (2,8% a 8,3%), ndo diferindo
estatisticamente das estacas testemunhas. Efeitos positivos do AIB no
enraizamento também foram verificados por Graca et al. (1988) e Quadros
(2009). O ultimo autor verificou efeito negativo da queda de folhas no
enraizamento da erva-mate. Nienow et al. (2010), estudando o
enraizamento de estacas da quaresmeira Tibouchina sellowiana, também
verificaram que a capacidade de sobrevivéncia e de enraizamento esta
intimamente relacionada com a manutencdo das folhas durante o
processo. Fochesato et al. (2006), na estaquia do louro (Laurus nobilis L.),
mantendo 0, 2 ou 4 folhas, obtiveram 100% das estacas mortas na
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auséncia de folhas, enquanto com 2 e 4 folhas a mortalidade foi de 16,7%
e 11,5%, respectivamente. Os autores atribuiram ao esgotamento das
reservas, por ocasiao da brotacdo, e a auséncia de hormonios produzidos
nas folhas, a total mortalidade das estacas sem folhas.

Tabela 2 - Porcentagem de estacas brotadas e enraizadas de quatro
gendtipos de erva-mate, com e sem tratamento com 8.000 mg L™ de AIB,
aos 70 dias apos a estaquia realizada em novembro. FAMV/UPF, Passo
Fundo, RS.

Estacas brotadas (%) Estacas enraizadas (%)
Genotipos 'sem  Com  Média Sem  Com  Média
AIB AIB AlB AlB
1 72,2 63,9 68,0 A* 194bA 77,8aA 48,6
2 16,7 12,5 146 B 0,0aA 28aB 1,4
3 22,2 19,4 209B 00aA 83aB 4.2
4 19,4 0,0 9,7B 0,0aA 5,6aB 2,8
Média 326a 240a 4,8 23,6
CV (%) 37,3 55,4

* Médias seguidas de mesma letra, mailscula na vertical e mindscula na
horizontal, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Portanto, ficou demonstrado o elevado potencial de enraizamento
do gendtipo 1, que apresentou maior capacidade de retengdo de folhas,
bem como a eficiencia do tratamento com 8.000 mg L' de AIB,
evidenciando que este gendtipo apresenta deficiéncia na produgéo natural
de auxinas para promover bom enraizamento. A presenca das folhas, além
de produzir fotoassimilados para manter os processos metabdlicos da
estaca, e auxiliar no enraizamento, possivelmente pode ter auxiliado no
fornecimento de cofatores e auxinas.
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Os resultados também realgam a variabilidade genética existente
entre plantas em um erval, inclusive na capacidade de enraizamento de
estacas, uma vez que as mudas sdo produzidas a partir de sementes.
Logo, percebe-se a necessidade de implementar essa técnica com mais
estudos, procurando atenuar os efeitos de fatores externos que
comprometam 0 sucesso da mesma, visando definir um protocolo viavel
de producgdo de mudas de erva-mate através da estaquia.

Concluséo

O potencial de enraizamento varia entre genétipos de erva-mate. O
genotipo 1 destacou-se por apresentar elevado potencial de enraizamento,
quando tratado com 8.000 mg L™ de AIB.
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Resumo

O mirtilo € uma frutifera com grandes perspectivas no sul do Brasil,
mas com problemas de producdo de mudas, o que dificulta a sua expansao.
Este trabalho teve como objetivo contribuir para o estabelecimento de um
protocolo de producdo de mudas, avaliando as possiveis influéncias de
guatro substratos casca de arroz carbonizada, casca de arroz carbonizada +
vermiculita (1:1 v/v), e os substratos comerciais Mecplant e Plantmax no
enraizamento de estacas de trés cultivares de mirtileiro (Climax, Georgiagem e
Alice Blue). A estaquia foi realizada de agosto a dezembro, em bandejas de
isopor alveoladas, com a base das estacas tratadas com 1.000 mg L de AIB.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com os tratamentos
arranjados em parcelas subdivididas, com quatro repeticdes e dez estacas
por sub-parcela. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as diferencas entre médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro. Ao final do experimento houve maior enraizamento,
das estacas de mirtileiro, com o uso do substrato Plantmax. As cultivares
Alice Blue e Georgiagem apresentaram melhor potencial de enraizamento
confronte a cultivar Climax.

Palavras-chave : Propagacao vegetativa. Enraizamento. Estacas. AIB. Substrato.
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Introducao

O mirtileiro (blueberry ou ardndano) pertence a familia Ericaceae e
ao género Vaccinium. E uma fruta de clima temperado que apresenta
grande importancia comercial, especialmente nos Estados Unidos e em
alguns paises da Europa (Pagot e Hoffmann, 2003). Seus frutos séo bagas
de cor azul-escura, de formato achatado, com aproximadamente 1 cm de
diametro e 1,5 g de massa, com sabor doce-acido a acido (Westwood,
1982).

O interesse por esta cultura tem sido crescente, e vem se tornando
uma boa alternativa para os produtores de algumas regides do Sul e
Sudeste do Brasil, por ser uma fruta muito apreciada ndo somente pelo
sabor exético, como também pelos poderes medicinais e alto valor
econdmico (Antunes e Madail, 2005). No Sul do Brasil, esta espécie vem
sendo pesquisada e produzida como uma nova alternativa na area de
fruticultura, pois apresenta alta rentabilidade, baixa utilizacdo de insumos
e, até o momento, facilidade de producéo limpa, resguardando o ambiente
e a segurancga alimentar (Santos e Raseira, 2002).

Entre os fatores que limitam a expansdo da cultura esta a
dificuldade de propagacéo, que reduz a disponibilidade e a qualidade de
mudas para comercializacao (Hoffmann, 1994; Trevisan et al., 2008), tanto
micropropagadas como obtidas por enraizamento de estacas, criando um
efeito de alta demanda e oferta reduzida de mudas (Monteiro, 2004). Uma
alternativa para diminuir as frustracdes no processo de estaquia, segundo
Hoffmann et al. (2005) advem da escolha do substrato adequado, pois
conforme Shelton e Moore, apud Hoffmann et al. (1995), o substrato é um
fator de grande importadncia na propagacao de mirtileiro, podendo ser
considerado um dos fatores de maior influéncia no enraizamento do
mesmo, afetando também a qualidade do sistema radicular da muda.

Couvillon (1988) afirma que um meio adequado para o
enraizamento é aquele que retém um teor de agua suficiente para evitar o
murchamento da estaca e, uma vez saturado, tenha uma porosidade
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suficiente para garantir a aeracdo na base da mesma. No sistema atual de
producdo ocorre a repicagem das mudas antes de irem para o0 campo. A
possibilidade do uso de um substrato que dispense a repicagem, colocado
em um recipiente adequado e recebendo nutrientes, resultaria em
melhores caracteristicas para o crescimento e diminuindo o estresse
causado pela repicagem (Schéfer, et al., 2006).

A qualidade das mudas de mirtilo e o tempo para a obtencéo
sdo importantes fatores para que possamos baixar o custo, melhorar o
desenvolvimento do pomar e, em conseqiéncia, a quantidade e a
qualidade da producdo. Considerando que estacas de mirtilo tém
dificuldades de enraizamento e a pesquisa € recente no Brasil necessita-
se de mais dados técnicos para aumentar a area plantada (Campos et al.,
2005). Destaca-se, assim, a importadncia de se pesquisar quais as
possiveis influéncias dos substratos no enraizamento, bem como
avaliar se ha diferencas nas respostas de alguns cultivares de
mirtileiro.

O presente trabalho teve como objeto contribuir para a
definicdo de um protocolo de producdo de mudas de mirtilo por estaquia,
verificando o efeito de diferentes substratos em trés cultivares demirtileiro.

Metodologia

O trabalho foi desenvolvido no Setor de Horticultura da Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo
Fundo (UPF), em Passo Fundo - RS, entre agosto e dezembro, em uma
estufa de polietileno com 70 % de sombreamento, medindo 210 m2, com
2,5 m de altura do pé direito, em estrutura de aluminio galvanizado. O
sistema de irrigacdo, do tipo nebulizacdo intermitente, era acionado em
intervalos de 10 minutos, com durac&do de molhamento de 10 segundos.

Foram utilizadas estacas de trés cultivares de mirtileiro (Climax,
Georgiagem e Alice Blue) em quatro substratos: casca de arroz
carbonizada, casca de arroz carbonizada + vermiculita (1:1 v/v), e os
substratos comerciais Mecplant e Plantmax. As estacas utilizadas foram
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retiradas de um pomar cultivado em ambiente protegido no Setor de
Horticultura da FAMV/UPF, uniformizadas para o comprimento de 10 cm,
eliminando as folhas e fazendo um corte em bisel na base, para melhor
enraizamento. Por ocasido da estaquia, as mesmas foram tratadas por dez
segundos com solugao de acido indolbutirico (AIB) a 1.000 mg L™

O delineamento foi em blocos casualizados, com o0s
tratamentos arranjados no esquema de parcelas subdivididas, com
quatro repeticGes e dez estacas por subparcela, considerando como
parcelas principais os substratos e, como subparcelas, os cultivares,
totalizando 480 estacas. A estaquia foi realizada em 07 de agosto, em
bandejas de isopor alveoladas, enterrando 3 cm a base das estacas.
Apds 120 dias foram coletadas as seguintes variaveis: porcentagem de
estacas vivas, enraizadas e com calo; comprimento médio da maior
raiz e massa fresca de raizes. Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia pelo teste F e as diferengas entre médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.

Resultados e discussdes

Ap6s 120 dias, as estacas das cultivares de Alice Blue e
Georgeagem apresentaram, respectivamente, as maiores porcentagens
médias de sobrevivéncia (88,1% e 96,9%), de estacas enraizadas (51,9%
e 54,4%) e comprimento da maior raiz (52,9 mm e 55,3 mm), nédo diferindo
entre si (Tabela 1). A cultivar Climax apresentou baixa capacidade de
enraizamento (6,2%) e crescimento radicular (15,9 mm), varios autores
confirmam a baixa capacidade de enraizamento da mesma, Wagner Junior
et al. (2004) obteve 56% de enraizamento, Hoffmann et al. (1995) a taxa
de 40 % e Trevisan et al. (2008) apenas 19,8 % de estacas enraizadas.

Um aspecto que pode interferir no desenvolvimento das raizes é a
brotacdo. Nas cultivares Alice Blue e Georgiagem, a brotagdo teve inicio
mais precocemente e com bastante uniformidade. Ja na cultivar Climax, o
inicio da brotacéo foi mais tardio e desuniforme. Segundo Botelho et al.
(2005), existe uma competicdo por reservas entre o desenvolvimento
aéreo e o radicular, podendo a excessiva brotacdo influenciar mais
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negativamente o desenvolvimento de raizes. Embora, inicialmente, possa
ter ocorrido competicao por reservas, a hipotese é de que, numa segunda
fase, com as folhas mais expandidas, a brotagdo tenha possibilitado a
producdo de auxinas e fotoassimilados, pois segundo Hoffman et al.
(1995) a permanéncia de folhas € benéfica para o enraizamento de
estacas de mirtilo, contribuindo para o desenvolvimento das mesmas,

Tabela 1 - Efeito de substratos e cultivares de mirtileiro sobre a
porcentagem de estacas vivas, enraizadas, com calo e comprimento
médio da maior raiz. FAMV, Passo Fundo, RS.

Estacas Estacas Comprimento
Estacas

Cultivares vivas (%) enraizadas com calo da maior raiz
(%) (%) (mm)
Climax 65,6 b* 6,2b 8,1b 159b
Alice Blue 88,1a 519a 23,7 a 55,3 a
Georgiagem 96,9 a 54,4 a 269 a 529a
Substratos
Casca arroz (CAC) 88,3™ 33,3b 333a 39,1b
CAC + vermiculita 81,7 30,0b 19,2 b 3L,1b
Plantmax 85,0 55,0 a 4,2 c 59,9 a
Mecplant 79,2 31,7b 21,7 ab 354b
Média 83,5 37,5 19,6 41,4

* Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. ™ - nfo significativo pelo teste F.

A porcentagem de estacas com apenas calo foi maior também nas
cultivares Alice Blue e Georgeagem (23,7% a 26,9%), sugerindo que, caso
a estaquia fosse mantida por tempo mais prolongado, a porcentagem de
enraizamento poderia, talvez, aumentar. Ristow et al. (2010) n&o
observaram que as raizes fossem provenientes de calo, ainda que
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houvesse formacdo de calos e de raizes na mesma microestaca.
Fachinello et al. (2005) afirmam que a formacado de calo e de raizes sdo
fenbmenos independentes, ainda que na maioria dos casos sejam
influenciados pelos mesmos fatores. Conforme Trevisan et al. (2004), a
viabilidade da propagacéo através da estaquia depende da qualidade do
sistema radicular formado, e dentre os fatores que afetam a formacédo de
raizes, o substrato desempenha um papel muito importante, especialmente
em espécies de dificil enraizamento.

O tipo de substrato ndo interferiu na sobrevivéncia das estacas,
independentemente da cultivar (Tabela 1). Para a porcentagem de estacas
enraizadas e comprimento da maior raiz, o substrato Plantmax foi o mais
eficiente, ndo diferindo os demais substratos entre si. Schuch et al. (2007)
obtiveram maiores porcentagens também com esse substrato. Os
tratamentos com menor enraizamento apresentaram maior porcentagem
com calo.

Para massa fresca de raizes houve interacéo entre os substratos e
as cultivares (Tabela 2). O substrato Plantmax foi o melhor para as
cultivares Alice Blue e Georgiagem, enquanto que, para Climax, nao houve
diferenca entre os quatro substratos, apresentando, comparativamente
com as demais cultivares, massa de raizes mais baixa, especialmente no
uso de substratos comerciais.

Concluséo

As cultivares Alice Blue e Georgeagem apresentam maior
capacidade de enraizamento que Climax. Os substratos ndo influenciam a
sobrevivéncia das estacas, mas o substrato comercial Plantmax
proporciona melhor enraizamento.
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Tabela 2 - Efeito de substratos e cultivares de mirtileiro sobre a massa
fresca de raizes. FAMV, Passo Fundo, RS.

Substratos Cultivares

Climax Alice Blue Georgiagem  Média
Casca arroz (CAC) 0,020 a A* 0,092b B 0,183 b A 0,097
CAC + vermiculita 0,005aA 0,089 b A 0,057 b A 0,050
Plantmax 0,031aB 0,575a A 0,496 a A 0,367
Mecplant 0,001 aB 0,269 b A 0,138 b AB 0,136
Média 0,014 0,256 0,218

* Médias antecedidas de mesma letra mailscula na linha e seguidas de mesma
letra minUscula na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.
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Resumo

Este trabalho objetivou contribuir com informacgdes fitotécnicas para o
cultivo da espécie medicinal Psychotria birotula Smith & Downs, estudando a
melhor estratégia para o enraizamento de estacas, bem como auxiliar na
formacdo de colecdes ativas, ex-situ, para fins cientificos e bancos de
germoplasma. O experimento foi conduzido em sala de crescimento, com estacas
obtidas da regido apical e basal dos ramos de plantas em fase vegetativa de P.
birotula, provenientes da regido de Dom Pedro de Alcantara-RS. Foi utilizado o
meio de cultura liqguido MS, e as observacdes aconteceram durante 90 dias, a
cada 30 dias. A andlise estatistica constou de analise de variancia dos dados e
comparacgdo das médias pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As
estacas retiradas da porgao apical mostraram maior eficacia no enraizamento,
sendo que de todas as estacas com enraizamento e sobrevivéncia, 80% foram
provenientes de estacas apicais. Conclui-se com os resultados do presente
estudo que para a propagacédo da espécie medicinal P. birotula através do método
de enraizamento por estaquia sdo mais apropriadas as estacas da regido apical
dos ramos.

Palavras-chave : Estacas. Regido apical. Regido basal. Psychotria birotula.
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Introducao

A espécie medicinal Psychotria birotula Smith & Downs
(Rubiaceae), é um arbusto de até 1,5 m de altura, com ramificacfes desde
0,30 m do solo. Apresenta caules rolicos, glabros, os mais novos
levemente compridos e muito quebradicos. Folhas pecioladas com
nervuras, principal e secundaria, nitidas em ambas as faces. A espécie
ocorre abundantemente na mata Pluvial costeira, no municipio de Torres,
no Rio Grande do Sul, sendo uma novidade taxonémica para a regido
(Dillenburg e Porto, 1985).

Atualmente, no Brasil, ocorrem cerca de 130 géneros e 1.500
espécies da familia Rubiaceae, correspondendo a uma das principais
familias de nossa flora e destacando-se como um importante elemento em
quase todas as formacgdes naturais (Souza e Lorenzi, 2005 ). O género
Psychotria € o maior género de Rubiaceae, pertencente a subfamilia
Rubioideae e tribo Psycotrieae. Este género engloba cerca de 1650
espécies no mundo todo, a maioria de habito arbustivo, embora arvores,
ervas, lianas e epifitas também sejam conhecidas (NepoKroeff et al.,
1999).

No Rio Grande do sul foi constatada a presenca de dez espécies
do género Psichotrya: Psychotria carthagenensis Jacq., Psychotria birotula
Smith & Downs, Psychotria myrianta Mull. Arg., Psychotria nitidula Cham.
et Schlecht, Psychotria brachyceras Mull. Arg., Psychotria tenerior (Cham.)
Mull. Arg., Psychotria kleinni Smith & Downs, Psychotria suterella Mull.
Arg., Psychotria brachypoda (Mull. Arg.) Britton (Psychotria Umbellata) e
Psychotria leiocarpa Cham. et Schlecht (Dillenburg e Porto, 1985).

Algumas espécies de Psychotria sdo importantes na medicina
tradicional. Os usos internos mais frequentes referem-se a afecc¢des do
aparelho reprodutor feminino, auxiliar no pré e pés-parto, nas doencas
brénquicas e nos distlrbios gastrointestinais. Ha também a utilizacédo
externa, como em aplicagbes cutaneas, tumores, Ulceras, disturbios
oculares, como cataplasmas e banhos no tratamento de febre, dores de
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cabeca e de ouvido (Perry, 1980; Lajis et al., 1993). De acordo com Bona
et al. (2002), a propagacao por estacas € um método eficaz e possibilita a
preservacao de caracteristicas agrondmicas desejaveis e uniformes.

Em estudo realizado por Brand et al. (2009) foram isolados da P.
birotula os alcaldides do tipo pirrolodino indélico, meso-chimonantina e
chimonantina, com utilizacdo farmocoldgica.

Ao tratar-se de plantas medicinais nativas, torna-se necessario a
prioridade para o desenvolvimento de trabalhos que envolvam a
conservagdo ex-situ, estabelecendo estratégias para conservagdo e
manejo de recursos genéticos de plantas medicinais nativas, bem como
auxiliar na formacdo de colecdes ativas, ex-situ, para fins cientificos e
novos bancos de germoplasma (Souza et al., 2006). Baseando-se nesse
contexto, o presente trabalho objetivou estudar a multiplicagdo de
individuos da espécie nativa P. birotula a partir de estacas de diferentes
porcdes dos ramos na fenofase vegetativa, comparando o desempenho do
enraizamento de estacas apicais e basais.

Metodologia

A coleta do material botanico constou da obtencdo de ramos de
individuos de P. birotula crescendo na mata, no municipio de Dom Pedro
de Alcantara, Rio Grande do Sul, no dia 17 de setembro de 2010, periodo
entre inverno e primavera. As plantas matrizes permaneceram no local de
ocorréncia, com o objetivo de evitar a escassez do recurso genético. O
material botanico foi acondicionado em sacos plasticos contendo agua e
transportado até o municipio de Santa Maria, RS. Permanecendo em agua
destilada até o momento do preparo das estacas.

A estaquia foi conduzida no Laboratério de Cultura de Tecidos
vegetais, Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa
Maria, em sala de crescimento com temperatura de aproximadamente
28°C e fotoperiodo de 16 horas. Sendo utilizado o meio de cultura liquido
MS (Murashige e Skoog, 1962).
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Para a propagacgdo por estaquia do material botanico coletado,
foram selecionadas estacas apicais e basais, a fim de estabelecer o
melhor tipo de estaca para a propagacao da espécie, e a desinfestacgao foi
realizada com solucdo de hipoclorito 2% durante 10 minutos. As estacas
apresentavam cerca de 16 cm, cada uma com 2 folhas, pois, segundo
Martins et al. (2000) é de fundamental importancia a presenca de folhas ou
pelo menos gemas para o enraizamento. Estas estacas foram colocadas
nos frascos de maneira que mais de 50% do material ficasse exposto a
atmosfera. Foram utilizados frascos com 10 cm de altura e 10 cm de
didmetro, forrados com papel pardo para evitar a interferéncia da luz no
enraizamento das estacas.

As observacbes foram realizadas a cada 30 dias, durante um
periodo de 90 dias, e 0 meio de cultura foi substituido a cada 30 dias, para
evitar o déficit de nutrientes. Adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado. No total, foram utilizadas 28 estacas divididas
em 7 frascos, cada frasco com 4 estacas, tanto para estacas basais
guanto para estacas apicais. Testando-se entéo, dois diferentes tipos de
estacas com relacao a posicao do ramo.

A analise estatistica constou de analise de variancia dos dados e
comparacao das médias pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Resultados e discussoes

Na Tabela 1 estd apresentada a avaliacdo realizada a cada 30
dias, até completar 90 dias de observacdes. Constatou-se que o ndmero
de estacas enraizadas foi baixo para o total de estacas utilizadas tanto
para estacas basais quanto para estacas apicais, ndo atingindo aos 90
dias 15% de estacas enraizadas para estacas apicais e menos de 5% para
as basais. A Tabela 1 ainda mostra a taxa de mortalidade nos dois tipos de
estacas utilizados, sendo de 96,43% para basais e 85,72% para apicais.
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Tabela 1 - Nimero de estacas enraizadas aos 30, 60 e 90 dias de
observacdo, taxa de enraizamento e mortalidade aos 90 dias de
observacao.

Enraizamento Mortalidade

30 dias* 60dias* 90dias* 90dias (%) 90 dias (%)

Estacas apicais

*%
(28 estacas) 0 2 4 14,28a 85,72a

Estacas basais

(28 estacas) 0 0 1 3,57b 96,43b

* nUmero de estacas enraizadas; % porcentagem de
enraizamento/mortalidade.

** Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em estudo realizado por Biasi e De Bona (2000), com outras
condi¢cdes experimentais, utilizando estacas apicais, medianas e basais da
espécie medicinal Baccharis trimera (Less.) DC., observou-se uma alta
porcentagem de enraizamento para estacas apicais e medianas, embora,
Bona (2002) tenha observado alto indice de enraizamento para estacas
oriundas de porcdes basais. Mais tarde, Souza et al. (2006), realizaram um
estudo com diferentes acessos da mesma planta medicinal, B. trimera,
investigando a estaquia por porcdes apical, mediana e basal, com
condicdes experimentais diferentes, e concluiram que foi possivel obter
um maior nimero de estacas enraizadas, a partir das estacas advindas de
porcdes basais e medianas dos ramos. Além disso, os resultados variaram
entre os acessos estudos pelos autores.

Nas condi¢cdes experimentais utilizadas neste estudo, obteve-se
maior proporcdo de estacas enraizadas, para as estacas das pocdes
apicais dos ramos, com de enraizamento de estacas baixas, abaixo de
20%. A temperatura, fotoperiodo, meio de cultura e fenofase de coleta do
material para o preparo das estacas, podem ter interferido no processo de
estaquia, podendo haver confirmacéo com a realizacdo de outros estudos.
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Conclusao

Conclui-se com este estudo, que para propagacao da espécie
medicinal nativa P. birotula através do método de enraizamento por
estaquia, sdo mais apropriadas as estacas oriundas da regido apical dos
ramos. Podendo ser obtidos melhores resultados, testando-se diferentes
meios de cultura, fotoperiodos, temperaturas e diferentes épocas de coleta
do material botanico, pois, diferentes condi¢cdes experimentais afetam o
desenvolvimento das estacas.
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Resumo

A Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. € uma planta ornamental, de
interesse biotecnolégico, e considerada toxica, da familia das Solanaceae,
conhecida popularmente como trombeteira. O conhecimento da “performance” de
germinagao constitue o primeiro passo para a adogao de técnicas biotecnolégicas
em qualquer espécie. Este trabalho objetivou a avaliagdo do comportamento
germinativo das sementes in vitro sob diferentes condi¢cdes de pré-tratamento:
acondicionamento a 4C e 50T, acido sulfdrico a 50 %, embebicdo em agua e
acido giberélico em meio de cultura. A germinacdo acumulada foi avaliada apos
14, 21, 28, 35 e 42 dias. Das sementes pré-tratadas, foram retirados os
tegumentos que foram cultivados in vitro. O periodo estimado para o inicio do
processo germinativo sem a presenca do tegumento foi de quatorze dias.O meio
MS com metade da concentracdo de micro e macronutrientes foi por si sé indutor
de germinagdo. Em relacdo ao efeito dos pré-tratamentos pode-se observar que
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baixas temperaturas e 50C nado propiciaram difereng as estatisticas entre os
tratamentos. A presenga do 4acido giberélico promoveu a inibicdo do
desenvolvimento dos embrides in vitro. A exposigdo ao acido sulfdrico a 50% e a
embebicdo das sementes em &gua por periodos maiores do que 24 horas
reduziram a taxa de germinacao.

Palavras-chave : Brugmansia suaveolens Ber. & Presl.. Germinacdo.Cultivo in
vitro. Embrides.

Introducéo

A Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. € uma planta ornamental,
de interesse biotecnolégico, e considerado toxica, da familia das
Solanaceae, conhecida popularmente como trombeteira, babado, copo de
leite, zabumba branca, copo-de-leite, saia-branca, sete-saias, entre outras.
E um arbusto semi-lenhoso, de 2-3 m de altura, com folhas grandes,
alongadas e finas (Correa, 1984).

Espécies do género Brugmansia apresentam os alcalbides
atropina e escopolamina. Ambos sado ésteres organicos formados pela
combinacdo de um &cido aromatico, o &acido trépico, e das bases
complexas tropina e escopina, utilizados na producdo de medicamentos
(Gilman et al., 1980). A indUstria de medicamentos tem grande interesse
pelas plantas medicinais e na pesquisa da biotecnologia para a obtencéo
de compostos ou moléculas de interesse industrial (chan et al., 1997).

A semente é o principal meio para a reproducdo da maioria das
espécies lenhosas e suas caracteristicas morfolégicas externas, por nao
variarem com as condicBes ambientais sdo importantes para auxiliar a
identificacdo da familia, género e espécie, além de seu conhecimento
poder auxiliar os estudos de germinacdo e armazenamento e os métodos
de cultivo (Groth, 1985; Amorim et al, 1997). O conhecimento da
“performance” de germinacéo e viabilidade de sementes se constituem no
primeiro passo para a adocdo de técnicas biotecnolégicas como a cultura
de tecidos in vitro e a transformacdo genética para a produgdo de
metabolitos secundarios em escala comercial (Verpoorte, 2000).

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 267



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Levando-se em consideracdo a necessidade de estabelecer um
protocolo de cultivo in vitro de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl., este
trabalho teve como objetivo a avaliagcdo do comportamento germinativo de
suas sementes in vitro sob diferentes condicdes.

Metodologia

As sementes de Brugmansia suaveolens Ber. & Presl. tiveram
seus tegumentos retirados mecanicamente. Apds foram submetidas aos
pré-tratamentos descritos na tabela 1. Subseqiiente aos pré-tratamentos
as sementes foram submetidas ao tratamento asséptico em fluxo laminar.
As mesmas foram submersas por 10 minutos em alcool 70% e ap6s em
hipoclorito de sédio 20% com 2 gotas de TWEEN 80 por 20 minutos.
Subseqiiente foram lavadas trés vezes em agua destilada/autoclavada,
foram secas em papel filtro e com auxilio de uma pin¢ca grande, foram
inoculadas em vidros contendo meio MS pela Y%, geleificado com 8 g.L'1 de
Agar. O delineamento foi inteiramente casualizado com 17 tratamentos,
cada um com 4 repeticdes e cada repeticdo com 5 sementes.

Os vidros permaneceram por uma semana no escuro e apos
foram transferidos para sala de cultivo onde & fotoperiodo de 16 horas luz
e temperatura controlada a 23 ° C *. 2. As avaliacdes acontecerdo a cada 7
dias por 6 semanas. As avalia¢ces foram quanto ao tempo para a emissao
de raiz, parte aérea, germinacéo total e germinagédo anormal.

O delineamento experimental usado para a avaliacdo da
germinacao foi o inteiramente casualizado com quatro (4) repeticdes, onde
a unidade experimental consistiu de cinco sementes. Em todos os pré-
tratamentos avaliados, foram usadas ao todo 20 sementes de B.
suaveolens Ber. & Presl.. Os resultados obtidos para as variaveis avaliadas
foram transformados em Arcoseno Vx para fins de anélise de variancia e
para a comparacgao entre tratamentos foi realizado o teste Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade por meio do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 1999).
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Tabela 1 - Tratamentos aplicados a sementes de Brugmansia suaveolens

Ber. & Presl.
Grupo Tratamento Efetores
T1 Controle
T2 4° C por 24 horas
| T3 4° C por 48 horas
T4 4°C por 72 horas
T1 Controle
T5 50° C por 5 minutos
Il T6 50° C por 10 minutos
T7 50° C por 15 minutos
T1 ) Controle
T8 Acido Sulfarico 50% por 5
) minutos
i Acido Sulfarico 50% por
T9 .
; 10 minutos
T10 Acido Sulft]nco 50% por
15 minutos
T1 ) Controle
T11 Acido G|berell|co (20mg L
v T12 Acido G|berell)|co (30mg L
T13 Acido G|berell|co (40mg L
T14 Acido G|berell)|co (50 mg L
T1 Controle
Embebicdo em agua por
T15 24 h.
Embebicdo em agua por
Y T16 48 h
Embebicdo em agua por
T 72 h.
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Resultados e discussdes

N&do foram encontradas referéncias até o momento, de estudo
realizado para avaliar quais os fatores ambientais externos as sementes e
gue possuem maior influéncia sobre a taxa de germinacéo e a viabilidade
do embrido nesta espécie. Em experimento preliminar realizado
demonstraram que sementes tegumentadas n&o germinaram em
condicdes in vitro num periodo de até 42 dias e que o periodo minimo
estimado para o inicio do processo germinativo sem a presenca do
tegumento foi de no minimo 14 dias. Alves (2003) observou que sementes
de B. suaveolens levaram de 20-40 dias para germinar em ambiente com
alta umidade. Tais resultados obtidos demonstram que as sementes desta
espécie apresentam-se normalmente quiescentes, onde Sacco (1974) e
Bianchetti (1981) descrevem sementes quiescentes quando condi¢cdes
externas desfavorecem a sua germinacdo, mantendo-se em laténcia ou
repouso seminal.

O controle (T1) composto somente pelo meio MS (Musharige e
Skoog, 1962) mostrou que a condicdo in vitro foi por si sé indutora da
germinacao, provavelmente pela presenca de agua e nutrientes. Porém, a
taxa de germinagdo maxima para o controle em todos os tempos avaliados
foi de 75%.

Os dados obtidos demonstram que sementes de B.suaveolens Ber.
& Presl tiveram sua germinagdo aumentada a medida que o tempo
acumulado para a germinacdo foi maior, sendo assim, as melhores
respostas de sementes germinadas foram com 42 dias de cultivo, porém
aos 28 dias de cultivo o controle mostrou-se com alto potencial de
germinacao (70%). Em todas as épocas de avaliagdo, ndo houve
diferencas estatisticas entre os pré-tratamentos aplicados, embora as
porcentagem de germinacdo nas diferentes épocas de exposicdo as
baixas temperaturas variaram numericamente entre o0s dias de
germinacao.

270 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

aT1 =HT2 =HT3 mT4

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Sementes Germinadas (%)

Figura 1 - Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia
suaveolens Ber. & Presl submetidas aos seguintes tratamentos: T1-
Controle: (MS); T2 - Sementes submetidas a 4 °C por 24 horas; T3 -
Sementes submetidas a 4 °C por 48 horas; T4 - Sementes submetidas a 4
°C por 72 horas.

Outro grupo de tratamentos avaliados foram os de sementes
submetidas a 50°C por diferentes tempos de exposi¢ do. Os dados obtidos
permitem concluir, que a taxa de germinagdo foi aumentando juntamente
com os dias. As melhores respostas ocorreram a partir de 28 dias, apesar
de ndo diferirem estatisticamente entre si. O tratamento que obteve maior
porcentagem de germinacao foi 0 T6 (sementes submetidas a 50° C por
10 minutos), seguido do T7 (sementes submetidas a 50° C por 15
minutos). O T1 (controle, composto por meio MS) por si sé promoveu a
germinacdo de sementes de B. suaveolens Ber. & Presl. (Figura 2).

Em relacdo ao efeito da exposi¢cdo ao acido sulfdrico na concentracéo de
50%, os dados obtidos demonstram que sementes de B. suaveolens Ber. &
Presl tiveram uma tendéncia de reducdo na percentagem de germinacdo
com aplicacdo do acido, demonstrando que os embrides provavelmente
sofreram injUrias. Apenas o tratamento (T9) com &acido sulftrico por 10
minutos foi 0 que apresentou respostas similares ao controle nos dias de
germinacao de 28; 35 e 42 dias. O tratamento T8 (acido sulftrico a 50%
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por 5min) apresentou uma diminuicdo no potencial germinativo de
sementes nos mesmos dias de germinacao citados (Figura 3).

=

L Q9
[=]
|

<
c
I
)

N0
o o
I

S

Sementes Germinadas (%)
=N W Bk v oQ
Q © © O O O
Ly

iy
iy,
T
i,

T
7

A A\

8 35 42

Nias

NN

[=]
I

14 21

N

Figura 2 Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia
suaveolens Ber. & Presl. submetidas aos seguintes tratamentos: T1
Controle (MS); T5 - Sementes submetidas a 50 °C por 5 minutos; T6 -
Sementes submetidas a 50 °C por 10 minutos; T7 - Sementes submetidas
a 50 °C por 15 minutos.
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Figura 3 - Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia
suaveolens Ber. & Presl. submetidas aos seguintes tratamentos: T1 —
Controle (MS); T8 - Sementes pré-tratadas em Acido Sulfarico 50% por 5
minutos; T9 - Sementes pré-tratadas em Acido Sulfdrico 50% por 10
minutos; T10 - Sementes pré-tratadas em Acido Sulfarico 50% por 15
minutos. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente,
dentro da época de cada avaliacao pelo Teste de Tukey a 5%.
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Foi aplicado também, como tratamento para eventual quebra de
dorméncia o acido giberélico, que é um potente regulador de crescimento,
indutor da quebra de dorméncia. As concentracBes avaliadas foram de 20;
30; 40 e 50 mg.L™. Como resultado obtido, n&o foi observado germinacao
dos embrides em nenhuma das concentracdes avaliadas (dados néo
demonstrados). Estes resultados demonstram que possivelmente a alta
concentracao do acido giberélico promoveu a inibicdo do desenvolvimento
dos embrides nas sementes cultivadas in vitro. No experimento com B.
suaveolens Ber. & Pres|, observou-se que, provavelmente as concentracdes
usadas foram altas e tiveram um efeito inibidor sobre a germinacao nesta
espécie.

O ultimo grupo de tratamentos avaliados foi o tempo de embebicdo
das sementes em agua sob temperatura ambiente. Os dados obtidos
demonstram que o tratamento (T17) de 72 horas de embebicdo em agua
promoveu uma rapida germinacgdo, observada aos 14 e 21 dias, porém a
medida que os dias de germinacdo aumentaram, o efeito ficou estabilizado
e 0 controle apresentou uma maior porcentagem. Os tratamentos dentro
das diferentes épocas de embebicdo apresentaram comportamentos
distintos (Figura 4).

Os resultados obtidos por este estudo permitirdo a adequacéo de
protocolos com a finalidade do estabelecimento da cultura de tecidos in
vitro e a transformacé@o genética de B. suaveolens Ber. & Presl. para a
producéo de metabdlitos secundarios em escala comercial.
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Figura 4 - Porcentagem de sementes germinadas de Brugmansia
suaveolens Ber. & Presl submetidas aos seguintes tratamentos: T1 —
Controle (MS); T15 - Sementes embebidas em agua a temperatura
ambiente por 24h; T16 - Sementes embebidas em agua a temperatura
ambiente por 48h; T17 - Sementes embebidas em agua a temperatura
ambiente por 72 h. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente, dentro da época de cada avaliacdo pelo Teste de Tukey

a 5%.

Conclusao

Foi avaliado o comportamento germinativo de sementes de B.
suaveolens Ber. & Presl. in vitro sob diferentes condi¢des. O periodo minimo
estimado para o processo germinativo sem a presenca do tegumento é de
14 dias e o periodo de maxima germinacéo é de 35 dias. O Meio MS com
metade da concentracdo de micro e macronutrientes € por si s6 indutor de
germinacdo nesta espécie. Os tratamentos de &acido sulfarico e a
embebicdo de 4gua por mais de 24 horas reduziram a taxa de germinacao
e as temperaturas aplicadas néo tiveram efeito sobre a germinacéo. As
doses de éacido giberélico aplicadas promoveram a inibicdo da
germinacao.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade do uso da
miniestaquia para a regeneracao de louro-pardo (Cordia trichotoma Vell.). A coleta
dos brotos foi realizada em minijardim clonal constituido por minicepas formadas a
partir de mudas seminal (seis e doze meses de idade) e de estaquia radicular com
oito meses. Foram utilizadas trés concentracdes de solucdo nutritiva na
fertirrigacdo do sistema. Para o enraizamento, as miniestacas foram tratadas ou
ndo com 1000 mg L" de ANA. A porcentagem de brotacdo, enraizamento e
sobrevivéncia das miniestacas, 0 ndmero e comprimento das raizes foram
avaliados aos 30 dias. Para todos os parametros houve influéncia apenas do fator
origem da minicepa. Miniestacas obtidas de minicepas formadas a partir de
mudas produzidas por estaquia radicular apresentaram as maiores respostas
morfogénicas. Foi possivel produzir mudas de louro-pardo utilizando a técnica de
miniestaquia.

Palavras-chave : Cordia Trichotoma Vell. Propagacao vegetativa. Miniestaquia.
Introducéo

No Brasil, a producao de mudas de espécies florestais nativas tem
apresentado crescente demanda, tanto no uso em programas de
reflorestamento e reposicdo florestal, quanto no suprimento de matéria
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prima para o estabelecimento de plantios florestais comerciais. A busca
constante por mudas de melhor qualidade e a reducdo dos custos de
producdo tem justificado o aumento demanda por pesquisas e
desenvolvimento tecnoldgico. Para o Eucalyptus spp existe um amplo
conhecimento cientifico do processo de produgdo de mudas, possibilitando
a implantacdo de povoamentos com elevada qualidade. J& para espécies
florestais nativas, as informag8es disponiveis sobre o melhoramento e a
producdo de mudas séo escassas, 0 que tem limitado o seu avanco em
termos silviculturais.

O louro-pardo (Cordia trichotoma Vell.) é uma das espécies
florestais com maior potencial para o plantio com fins econémicos, por
apresentar uma combinacédo de aspectos favoraveis, tais como o rapido
crescimento, a boa forma de fuste e a madeira de excelente qualidade
(Carvalho, 2003). Tratando-se de uma espécie nativa e de boa adaptacéo
no sul do Brasil e, pelo pouco conhecimento silvicultural disponivel, &
importante que se iniciem estudos com a finalidade de conhecer sua
fisiologia, auto-ecologia e silvicultura. No que se refere a producdo de
mudas existem poucos relatos sobre o uso da propagacao vegetativa para
a regeneracdo de louro-pardo. Em estudo de micropropagacao, brotos de
louro-pardo tratados com 0,5 mg L™ de acido indolbutirico (AIB) combinado
com 15 g L™ de carvdo ativado apresentaram 73% de enraizamento in
vitro (Mantovani et al., 2001). J4 microestacas postas a enraizar ex-vitro
ndo formaram raizes mesmo com a utilizagdo de 1000 mg L™ de AIB (Fick
et al., 2007). Em apices caulinares de louro-pardo inoculados em meio de
cultura acrescido de diferentes doses de BAP, a inducédo de brotos nao foi
influenciada pela citocinina, e ndo houve o enraizamento dos explantes em
nenhum dos tratamentos com AIB (Heberle, 2010). Na macropropagacao,
a producdo de mudas de louro-pardo tem sido realizada pela técnica de
estaquia radicular (Kielse et al., 2010), que pela restricdo de material
vegetal torna-se inviavel quando se pretende a producdo massal de
mudas.

A miniestaquia € uma técnica recente que vem sendo utilizada
com sucesso no processo de propagacéo clonal de Eucalyptus ssp., a qual

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 277



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

surgiu a partir do aprimoramento da estaquia, visando contornar as
dificuldades de enraizamento adventicio de alguns clones (Xavier e
Wendling, 1998). A formacao de raizes em estacas € um processo
complexo, influenciado pela interacédo de fatores intrinsecos e extrinsecos
a planta matriz. Em espécies lenhosas, a aptidao a propagacado vegetativa
esta relacionada, dentre outros fatores, ao grau de juvenilidade dos
propagulos, sendo observado um baixo potencial de enraizamento em
estacas provenientes de arvores adultas (Hartmann et al., 2002). O fato
dos minijardins clonais fornecerem propagulos com maior grau de
juvenilidade, caracteristica determinante para a viabilidade técnica da
propagacao vegetativa, tornou possivel a producao massal de mudas de
Eucalyptus spp., com elevada qualidade genética e fitossanitaria. Para as
espécies florestais nativas, ainda ndo foi possivel o uso da miniestaquia
para a producdo massal de mudas, mas alguns estudos apontam ser uma
técnica promissora (Xavier et al., 2003; Brondani et al., 2007; Lima et al.,
2009; Silva et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a miniestaquia na regeneracdo
de louro-pardo.

Metodologia

Este trabalho foi desenvolvido em outubro de 2010 no Nducleo de
Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Santa Maria, RS.
Para a formacdo do minijardim clonal foram utilizadas mudas de louro-
pardo de origem seminal, com seis meses e doze meses de idade, e
mudas formadas pelo enraizamento de estacas radiculares com oito
meses (Kielse et al., 2010). O manejo do minijardim foi realizado em
bandejas de polietileno (55 x 34 x 15 cm) contendo areia de grossa como
substrato, sob sistema fechado de cultivo. Cada bandeja foi composta por
uma camada de brita média (4 cm), seguida de uma tela de polietileno
(Imm?) e uma camada de areia (12 cm) (Figura 1). As bandejas possuem
um tubo transversal de polivinil cloreto (PVC) de 2,5 cm de diametro,
perfurado a intervalos de 15 cm, para distribuir a solu¢édo nutritiva no leito
de cultivo.
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Os minijardins clonais foram fertirrigados com solucdo nutritiva
elaborada na concentracdo de 100% (SN,), e diluidas para 75% (SN,) e
50% (SNs) da solugao original. A solugdo completa foi constituida pelas
seguintes quantidades de macronutrientes: 6,13 mmol L™ de Nitrato de
potassio; 10,0 mmol L™ de Nitrato de calcio (Calcinit); 16,78 mmol L™ de
Sulfato de Magnésio; 1,44 mmol L™ de Nitrato de aménio; 1,39 mmol L™ de
Monofosfato de potéassio; e 1,68 mmol L* de Ferro guelatizado 5%. Os
micronutrientes foram adicionados a solucédo nutritiva (7,5 mL) em uma
mistura previamente preparada contendo 0,15 mmol L™* de molibdato de
sédio; 0,89 mmol L™ de &cido bérico; 1,25 mmol L™de sulfato de cobre;
1,23 mmol L™de sulfato manganés; e 0,28 mmol L™ de sulfato de zinco. A
solucao nutritiva foi fornecida uma vez por dia, durante 15 minutos, com o
auxilio de um programador digital e uma bomba de baixa vazédo (60W), até
0 completo encharcamento do substrato e formacdo de uma lamina
superficial de solugdo, a qual era drenada por dois orificios, um situado na
base e outro na parte superior da bandeja (Figura 1). A condutividade
elétrica da solucao foi mantida em 1 dS m™.

Entrada de
sol. nutritiva

.................. —_

——P Areia grossa

Drenos de {1 mmz:l
solugio
nutritiva

Figura 1 — Desenho esquematico do sistema fechado de cultivo conduzido
em bandejas de polietileno (55 x 34 x 15 cm), com fertirrigacdo por
inundacao.
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Para obtencédo das miniestacas, apos 10 dias do estabelecimento
no sistema, as mudas foram podadas a uma altura de 6 cm de sua base,
constituindo as minicepas fornecedoras dos propagulos. O espagamento
entre plantas foi de 10 x 10 cm. Aos 30 dias da poda do apice foi realizada
a primeira coleta (28/09/2010), e aos 60 dias a segunda coleta. O
delineamento foi inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 3 (concentracao
da solucdo nutritiva x origem da minicepa), com quatro repeticBes
(minicepa) por tratamento. A producdo de miniestacas por minicepa foi
avaliada aos 30 e 60 dias.

Para o enraizamento, miniestacas com 3 cm de tamanho foram
tratadas ou ndo com 1000 mg L™ de ANA, cultivadas em bandejas
contendo substrato comercial a base de pinus, areia grossa e casca de
arroz carbonizada (1:1:1 v/vlv), e mantidas em camara Umida com
umidade relativa do ar de aproximadamente 85%. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, em fatorial 3 x 2 (origem da minicepa
x aplicacdo de ANA ), com trés repeticdes de 10 miniestacas por
tratamento. A porcentagem de brotacdo, enraizamento e sobrevivéncia das
miniestacas, 0 nimero e comprimento das raizes (cm) foram avaliados
aos 30 dias.

Os dados foram submetidos & analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significaAncia. Para a andlise, os

dados de porcentagem foram transformados para arcoseno+/ X/100 e de
contagem e comprimento para 4/ X+0,5 .

Resultados e discussdes

Para todos os parametros, a analise de variancia indicou diferencge
significativa apenas para o fator minicepa. Para a producédo de miniestacas
por minicepa foi observado que na primeira coleta as minicepas formadas
a partir de mudas com 12 meses de idade forneceram o maior nimero de
miniestacas (Tabela 1). J& na segunda coleta, minicepas formadas pelas
mudas produzidas por estaquia radicular tiveram uma maior producdo,
com 4,91 miniestacas por minicepa. Em estudo de miniestaquia de
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Eucalyptus dunnii foi verificada uma queda na producdo das minicepas da
segunda coleta, justificada por um possivel impacto da primeira coleta (Da
Rosa, 2006). De encontro com esses resultados, em minicepas de louro-
pardo foi observado o aumento na producdo de miniestacas, sugerindo
que a intensidade da primeira coleta foi adequada e ndo prejudicou a
coleta subsequente.

Tabela 1 — NUumero de miniestacas de louro-pardo coletadas de minicepas
formadas a partir de mudas produzidas por sementes e estaquia radicular,
manejadas em sistema fechado e fertirrigado com diferentes
concentrac8es de solugéo nutritiva, aos 30 dias da poda drastica.

_ Numero de miniestacas/minicepa
Fonte de variacdo

12 coleta 22 coleta Média
Minicepa
Estaquia radicular ~ 2,08ab 4.91a 3,49
Mudas 12 meses 3,41a 4,75a 4,08
Mudas 6 meses 1,41b 2,25b 1,83
Média 2,29 3,96
CV (%) 29,03 7,74

* Valores seguidos de letra diferente na vertical diferem-se pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A produtividade média das minicepas formadas a partir de mudas
com 12 meses de idade e pelas obtidas de mudas produzidas por estaquia
radicular (3,49 e 4,08 unidades) (Tabela 1) pode ser considerada
satisfatoria em sistema de minijardim clonal, além disso, demonstra uma
boa capacidade de emissdo de brotacfes epicérmicas nas minicepas. Em
sistema de minijardim clonal em tubetes plasticos de 200 cm?®, com coletas
realizadas a cada 30 dias, foram obtidas para o cedro-rosa (Cedrela fissilis
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Vell.) 1,3 miniestacas por minicepa (Santos, 2002). Em estudo de
miniestaquia de erva-mate (llex paraguariensis Saint Hill.) foi observada
uma producdo média de 4,4 miniestacas por minicepa, a cada 39 dias
(Wendling et al., 2007).

Para os parametros porcentagem de brotacéo, nimero de brotos,
porcentagem de enraizamento, nimero de raizes, comprimento das raizes
e sobrevivéncia das miniestacas foi verificada a influéncia apenas da
minicepa. Para todos os parametros, miniestacas obtidas de minicepas
formadas a partir de mudas produzidas por estaquia radicular
apresentaram as maiores respostas (Tabela 2). Estes resultados podem
ser explicados pelo maior grau de juvenilidade do material, possibilitando
uma maior capacidade morfogenética das miniestacas. Em clones de
Eucalyptus grandis foi observado o aumento no nimero de raizes e um
maior vigor radicial quando estes eram submetidos a miniestaquia seriada
(Wendling e Xavier, 2005), fato que reforca a influencia da juvenilidade das
miniestacas.

Quando comparadas as mudas de seis e doze meses, percebe-se
uma reducdo drastica das respostas morfogénicas e sobrevivéncia de
louro-pardo com o aumento da idade. Em estudo de miniestaquia de Pinus
taeda, ao comparar 0 enraizamento de miniestacas coletadas de mudas
com 60, 90, 120 e 150 dias foi observado um maior enraizamento do
material proveniente de mudas mais jovens (Alcantara et al., 2007).
Acredita-se que a diminuicdo na porcentagem de enraizamento com o
aumento da idade das mudas, provavelmente, esteja relacionada com o
baixo teor de auxina enddgena, ou ainda, auséncia de co-fatores do
enraizamento ou presenca de inibidores (Greenwood e Weir, 1994).

Minicepas formadas por mudas produzidas a partir de estaquia
radicular mostraram-se mais adequada a propagacao vegetativa de louro-
pardo por miniestaquia, em detrimento daquelas obtidas por sementes. Em
estudo de miniestaquia de louro-pardo (Cordia trichotoma Vell.) utilizando
minicepas de origem seminal foi observado 97,5% de miniestacas
brotadas, mas ndo houve enraizamento adventicio em nenhum dos
tratamentos utilizados (Ril et al., 2010). No presente estudo, as respostas
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Tabela 2 — Respostas morfogenéticas e sobrevivéncia de miniestacas de
louro-pardo coletadas de minicepas formadas a partir de mudas de origem
seminal e assexuada, tratadas ou ndo com 1000 mg L™* de ANA, aos 30
dias de avaliacao.

Fontes variacao PB (%) NB PE (%) NR CR (cm) S (%)

Estaquia radicular ~ 48a* 0,53a 37a 0,73a  2,46a 55a
Mudas 6 meses 30a 0,29a 15a 0,35a 0,91b 33a
Mudas 12 meses 5b 0,05b 2b 0,01b 1,20b 4b
Média 27 0,29 18 0,39 1,52 30
CV (%) 48,64 10,99 75,84 26,69 37,83 52,75

* Valores seguidos de letra diferente diferem-se pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro. PB = porcentagem de brotacdo, NB =
namero de brotos, PE = porcentagem de enraizamento, NR = niamero
de raizes, CR = comprimento das raizes, Sobrev. = sobrevivéncia.

Figura 2 — Muda com seis meses de idade produzida por enraizamento de
miniestaca de louro-pardo (Cordia trichotoma Vell.).
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de brotacdo e enraizamento das miniestacas foram satisfatérias, sendo
possivel a obtencdo de mudas de louro-pardo (Figura 2). Contudo, é
importante a continuidade de estudos que elucidem os processos
envolvidos no enraizamento adventicio de miniestacas de louro-pardo,
visando a maximizagdo do processo de producdo de mudas e a futura
implementacéo da técnica.

Conclusao

A miniestaquia pode ser utilizada para a producdo de mudas de
louro-pardo.
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Introducao

O crescente aumento na populacdo nacional e internacional e em
sua renda impulsiona a crescente demanda por maior quantidade e
gualidade de alimentos, fibras e outros produtos de origem agricola.
Devido a sua vocacgdo agricola, a producdo de gréos, fibras, sucos, frutas,
fibras etc., o Brasil encontra-se em uma posi¢do nacional e internacional
privilegiada, pois, atualmente, cerca de aproximadamente 30% do PIB é
derivado do agronegécio. Segundo a FAO, até o ano de 2050 o mundo
devera produzir mais de um bilhdo de toneladas de milho e oleaginosas,
sendo que até este ano, o aumento da produgdo mundial devera ser de
47% para o milho, 80% para as oleaginosas, 75% de acuUcar, 23% de
arroz, e 69% de carne para atender a crescente demanda. Quatro quesitos
deverdo ser considerados na producdo de alimentos e que impacta
diretamente o melhoramento genético vegetal: (i) a demanda por alimentos
e demais produtos de origem agricola continuara a crescer de forma
consideravel nas proximas décadas; (i) a capacidade de exploragédo de
novas areas no pais praticamente esgotou-se; (iii) a pressdo pela
manutencdo da qualidade ambiental devera permear as atividades
agricolas; (iv) os impactos dos efeitos do aquecimento global na
agricultura.

286 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

Neste contexto, o melhoramento genético vegetal podera contribuir
de forma fundamental, pois para atender os trés primeiros quesitos sera
necessario aumentar continua e progressivamente a produtividade,
enquanto que os efeitos do aquecimento global poderdo se mitigados com
o desenvolvimento de cultivares tolerantes a estresses abioticos,
principalmente déficits hidricos e de temperatura. Os resultados obtidos no
passado com o desenvolvimento de cultivares mostra que podemos ser
otimistas com relacdo a sua contribuicdo para atender a crescente
demanda por qualidade e quantidade, sem impactar o meio-ambiente e
mitigar os efeitos do aquecimento global.

Considerando como exemplo histérico apenas trés espécies
produtoras de graos o arroz, milho e soja, podemos verificar o impacto do
melhoramento genético na producdo e produtividade agricola. Tomando
como referéncia os anos agricolas de 1976/1977 e de 2009/2010, ou seja,
33 anos, pode-se verificar em termos anuais que a area cultivada com
arroz diminuiu -3.56%, a producdo aumentou 0,90% e a produtividade
aumentou 5,49%; para o milho estas taxas foram de 0,30%, 5,78% e
4,98%; e para a soja estas taxas foram de 7,20%, 14,11% e 2,04%. Em
termos totais, para o arroz a area cultivada diminuiu de 6,00 para 2,76
milhdes de ha, a producdo aumentou de 8,99 para 11,66 milhdes de
toneladas e a produtividade aumentou de 1,50 para 4,22 t ha™; para o
milho a area cultivada aumentou de 11,80 para 12,99 milhées de ha, a
producdo aumentou de 19,26 para 56,02 milhdes de toneladas e a
produtividade aumentou de 1,63 para 4,31 t ha™; para a soja a area
cultivada aumentou expressivamente de 6,95 para 23,47 milhGes de ha, a
producdo aumentou de 12,14 para 68,69 milhdes de toneladas e a
produtividade aumentou de 1,75 para 2,93 t ha™ (Conab, 2011). Com
excecao da soja, em que ocorreu um aumento expressivo na area
cultivada, nas outras duas espécies o aumento foi modesto e até diminuiu.
E importante ressaltar que estes dados ndo se referem a dados
experimentais, mas de agricultores em nivel nacional.

Diversos autores tém mostrado que a contribuicdo do
melhoramento genético para o aumento da produtividade varia de 50% a
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70% para diversas espécies (Fehr, 1984). Utilizando-se o patamar inferior,
isto €, que 50% do aumento da produtividade foi devido ao melhoramento
genético, a contribuicdo deste para o aumento registrado em termos
anuais foi de 2,74% para o arroz, 2,49% para o milho e 1,02% para a soja
e, em termos acumulados, estes aumentos correspondem a 90,42% para
0 arroz, 82,17% para o milho e 33,66% para a soja. Desta forma, pode-se
constatar, para estas espécies tomadas como exemplo, que a contribuicéo
do melhoramento foi expressiva. Apesar de estes valores variarem muito
entre as espécies cultivadas, pode-se generalizar que o melhoramento
genético é uma atividade essencial para assegurar 0 aumento da
produtividade e atender a crescente demanda interna e externa por mais
alimentos, assegurar a sustentabilidade da agricultura, reduzir os impactos
ambientais e mitigar os efeitos adversos do aquecimento global. E
oportuno citar os trabalhos de Vencovsky e Ramalho (2006) e de Fehr
(1984), onde para diferentes culturas mostram o0s aumentos nha
produtividade e a contribuicdo do melhoramento genético nestes
aumentos.

Desenvolvimento

O melhoramento genético vegetal tem sido definido por alguns
autores como a “ciéncia e arte” de desenvolver cultivares que apresentem
performances superiores que aqueles que estdo em uso pelos agricultores,
0s quais devem atender as necessidades de agricultores, processadores e
consumidores. O melhoramento genético, desde os primérdios do século
passado, tem se fundamentado fortemente em duas disciplinas: Genética
e Estatistica. A primeira por motivos 6bvios, uma vez que s6 é possivel
praticar melhoramento com conhecimentos sobre a heranca dos
caracteres que estardo sob selecao e de suas interrelacbes; e a segunda,
também, por motivos 6bvios, pois os estudos de heranca dos caracteres
dependem do conhecimento de estatistica e experimentacao e, ademais, a
selecdo de gendtipos superiores depende de delineamentos estatisticos e
de suas andlises. Naturalmente, o conhecimento de outras disciplinas
agronOmicas tem posicdo fundamental nos programas de melhoramento.
Assim, apesar de diversos autores considerarem o melhoramento como
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“arte”, esta ndo se sustenta. O que deve ter sido considerado “arte” por
estes autores seria a experiéncia que estes adquiriram ao longo dos anos
com a espécie cultivada que trabalharam. O melhoramento genético
sustenta-se em conhecimentos cientificos advindos da formacao
agrondmica e dos conhecimentos de genética e estatistica. No decorrer
deste periodo, do inicio do século passado até o presente, novas
conhecimentos cientificos foram descobertos e alguns destes foram
incorporados ao melhoramento genético vegetal, mas estes se baseiam,
também, em Genética e Estatistica.

Apenas um exemplo pode mostrar a importancia destas disciplinas
e que impactaram fortemente o melhoramento de uma das espécies mais
cultivadas no mundo, o milho. Por volta do final da década de 1940 e inicio
da década de 1950, ap6s os langamentos dos primeiros hibridos duplos de
milho, os novos hibridos ndo apresentavam performances superiores aos
gue os antecederam. Surgiram, entdo, algumas hipoteses para explicar
este fato, como a de que a variabilidade genética havia se esgotado e,
portanto, a produtividade havia atingido um plateau; e outra em que o grau
de dominancia dos genes que controla a producdo de grdos era de
sobredominancia e, portanto, a forma como o desenvolvimento de hibridos
era realizado ndo era a mais adequada. Para testar estas hipéteses,
Comstock e Robinson (1948; 1952), propuseram alguns delineamentos
genético-estatisticos para obter informacdes sobre o nivel de variabilidade
genética e do grau de dominancia envolvido na expressdo do carater
producdo de grdos em milho. Estes delineamentos foram utilizados por
diversos pesquisadores os quais verificaram que: (i) a quantidade de
variabilidade genética presente em diversas popula¢cdes de milho era de tal
magnitude que ndo impedia o desenvolvimento de cultivares; (i) o grau
médio de dominancia para producdo de grédos estava proximo da
dominancia completa e, portanto, a hipétese da sobredominancia foi
descartada. Entdo, qual o problema? Qual o motivo que 0s novos
cultivares ndo eram superiores aos ja desenvolvidos? O problema estava
relacionado com a amostragem que era realizada de forma sucessiva nas
mesmas populagfes, isto é, as mesmas populacdes eram utilizadas e
reutilizadas para a obtencdo de linhagens para a producdo de hibridos.
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Reconheceu-se, portanto, que estas populagcbes, da forma como se
encontravam, ndo eram adequadas para se obter hibridos superiores aos
existentes e que estas deveriam ser submetidas a selecdo de forma a
aumentar as frequiéncias dos alelos favoraveis antes de serem utilizadas
como fonte de novas linhagens e hibridos, dai, entdo, surgiu a tecnologia
denominada de Selecdo Recorrente (Hallauer e Miranda Filho 1988;
Hallauer et al. 1988). Existem diversos outros exemplos, mas este mostra
como os conhecimentos de genética e estatistica sdo fundamentais para o
melhoramento genético vegetal.

Assim, este exemplo, muito conhecido, mostra que o0
melhoramento vegetal s6 pode ser realizado de forma eficiente por
Engenheiros Agronomos e Engenheiros Florestais que tenham formacéo
adequada em Genética e Estatistica para possibilitd-los a desempenhar
suas funcdes, ou seja, o desenvolvimento de novos cultivares, com
sucesso. Como estes sdo 0s agentes promovedores desta atividade, as
perspectivas de continuarmos tendo sucesso no melhoramento vegetal ird
depender da formacgéo destes profissionais, nas quais as Universidades
desempenham papel fundamental.

Entretanto, a formac&o atual e futura de recursos humanos para
atuarem como melhoristas devera sofrer uma transformacédo adequada,
uma vez que a introducdo de técnicas biotecnoldgicas e estatisticas nos
programas de melhoramento induz a modificagdes nos programas de
melhoramento. Os programas de melhoramento sempre foram
multidisciplinares, principalmente com a participacdo de fitopatologistas e
entomologistas, mas com a introducéo de ferramentas biotecnologicas no
melhoramento, novos tipos de pesquisadores formardo parte das equipes
de melhoramento. E necessario que os melhoristas sejam capazes de
compreender e se entender com os demais membros da equipe
multidisciplinar para os programas de melhoramento sejam os mais
eficientes possiveis. Citando apenas um exemplo, houve e ainda ha por
parte de melhoristas ceticismo sobre o uso de marcadores moleculares
como ferramenta auxiliar para o melhoramento; entretanto, 0 seu uso em
programas de retrocruzamentos para introducdo de genes de efeitos
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expressivos, piramidamento de genes e alocagéo de linhagens em grupos
heterdticos distintos, tornou-se rotina em grande parte de programas de
melhoramento, principalmente os de instituicbes privadas. Ha quase uma
década os programas de melhoramento animal estdo utilizando uma
técnica denominada de Selecdo Gendmica Ampla (Meuwissen et al. 2001),
baseada nos valores genotipicos dos marcadores moleculares, mas a
aplicagdo desta técnica no melhoramento vegetal é recente e os
resultados tém mostrado que esta técnica pode ser utilizada com muita

eficiéncia no melhoramento vegetal (Bernardo e Yu 2007).

Naturalmente, novas técnicas poderdao advir e ter relevancia nos
programas de melhoramento. Assim, a formacéo dos melhoristas deve ser
de tal forma que possibilite que os mesmos possam se auto-reciclar, ou
seja, tenham uma solida formacéo béasica para que possam assimilar e
utilizar os novos conhecimentos que poderdo surgir. Entretanto, é preciso
ressaltar que devido as influéncias ambientais, e interagdes genétipos x
locais, gendtipos x anos, o laboratério do melhorista € e continuara a ser o
campo. Portanto, a avaliacdo de genotipos em experimentos com
repeticdes em diversos locais e anos sempre sera indispensavel. Ha uma
enorme preocupacdo com a formacgéo atual de melhoristas, uma vez que
as Universidades e Instituicdes de Fomento estao priorizando as pesquisas
biotecnoldgicas em detrimento dos programas de melhoramento. Ja
estamos com déficits de melhoristas no pais e este devera aumentar
substancialmente nos proximos anos. Assim, apesar de o melhoramento
genético vegetal ser uma atividade essencial para a sustentabilidade do
agronegocio brasileiro, este podera vir a enfrentar dificuldades por falta de
profissionais habilitados para o necessario desenvolvimento de cultivares
que apresentem maior produtividade, maior resisténcia/tolerancia a fatores
biéticos e abidticos, melhor qualidade de produtos etc.

Consideracdes finais

O melhoramento genético vegetal devera continuar contribuindo de
forma significativa para o aumento da produtividade. Ademais, através
deste, problemas ambientais e os efeitos advindos do aquecimento global
poderdo ser mitigados. Entretanto, o pais deve dar atencdo especial na
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formacdo dos futuros melhoristas e priorizar agbes para o aumento do
numero destes profissionais para atender a crescente demanda.
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Introducao

Nas ultimas décadas, tem-se assistido a um constante aumento no
interesse pelos plantios clonais, principalmente decorrente tanto das
vantagens do processo quanto da possibilidade em se contornar
problemas de doencas, heterogeneidade e produtividade dos plantios
florestais. A area dos plantios clonais vem ampliando cada vez mais em
todo o territdrio brasileiro, gracas a disponibilidade de clones selecionados
para as mais diversas regides e propoésitos comerciais, aliado a um custo
competitivo. Além disso, tém possibilitado a implantacdo de projetos de
reflorestamento em areas até entdo ndo indicadas, dada a limitacdo de
material genético via seminal para atender a tal propésito.

Diante do crescente interesse pelo uso de clones nos projetos
florestais, tanto pelas grandes empresas quanto pelos pequenos
produtores, tém-se percebido consideraveis avancos tecnolégicos nos
processos de selecéo, de clonagem de arvores e nas praticas silviculturais
adotadas na implantac&o e conducéo dos plantios florestais. Em funcdo da
importancia dos plantios clonais, a denominacédo “silvicultura clonal” tem
sido empregada para designar o conjunto de técnicas silviculturais
adotadas num programa de implantacdo e manejo de uma floresta clonal
(Xavier et al., 2010). Desta forma, em termos gerais, a “silvicultura clonal”
pode ser caracterizada como a que compreende todo o processo de
formacdo de uma floresta clonal, desde a selecdo da arvore superior,
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multiplicagdo vegetativa, avaliagdo de arvores selecionadas em teste
clonal, producdo de mudas, até o estabelecimento e manutencdo de uma
floresta clonal (Xavier et al., 2010).

Desenvolvimento

No Brasil, as plantagbes clonais de espécies florestais sao
formadas basicamente com plantas do género Eucalyptus, as quais tém
aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas. Em termos gerais, 0
plantio de clones ¢é justificado por: 1) uniformidade dos plantios,
possibilitando maior controle sobre a qualidade dos produtos; 2)
aproveitamento de combinacfes genéticas raras, tais como hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla; 3) maximizacdo do ganho em
produtividade silvicultural e de qualidade tecnoldgica da madeira em uma
Unica geracdo de selecdo; 4) possibilidade de contornar problemas de
doencas, como “cancro” (Cryphonectia cubensis; 5) possibilidades de
duas, trés e quatro rotag6es economicamente viaveis; 6) custo acessivel e
competitivo as empresas; 7) experiéncias ja comprovadas na silvicultura
convencional; e 8) opgcdes de técnicas de propagacdo vegetativa em
aprimoramento nas diversas areas da ciéncia. A silvicultura clonal com
Eucalyptus no Brasil constitui-se em uma das mais evoluidas do mundo e
ja se encontra bem estabelecida e os resultados verificados em campo
tém levado a sua implementacdo de forma intensiva em diferentes regides
do mundo.

Um dos grandes motivadores da ampliagdo dos plantios clonais
florestais no Brasil foi a existéncia de grandes areas com condi¢des
edafoclimaticas adequadas para o0 seu estabelecimento, aliado ao
desenvolvimento tecnolégico acelerado nas éareas de silvicultura,
melhoramento genético e clonagem. Em termos de desenvolvimento
tecnologico, por exemplo, pode-se citar que, na década de 1970 a
produtividade média dos plantios de Eucalyptus nas empresas
verticalizadas variavam de 17 a 30 m®.ha™.ano™(Ferreira, 1992), enquanto
gue atualmente produtividade média de 44 m3.ha*.ano™ tem sido obtida
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por essas empresas florestais, com potencial de atingirem até 70 m.ha
! ano™ (Bracelpa, 2011).

Em termos de areas plantadas, ainda ndo se possuem estatisticas
especificas com relacdo ao montante de florestas clonais de eucalipto no
Brasil. As Ultimas estimativas considerando o plantio total de eucalipto e
pinus demonstram um plantio anual ao redor de 290,7 mil ha (média dos
Ultimos 4 anos), ao invés dos necessarios 630 mil anuais preconizados
pela Sociedade Brasileira de Silvicultura (Anuério Estatistico da Abraf,
2010), sendo que destes, estima-se um total de 70% esteja relacionado a
plantios com clones. Os primeiros plantios clonais se concentraram nas
regibes Sul e Sudeste e, atualmente, cada vez mais tem ocorrida uma
significativa expansao para todo Brasil, principalmente para as regifes
Centro-oeste e Nordeste. Estas Ultimas tém um grande potencial de
crescimento, em vista, principalmente, das condicbes climaticas mais
favoraveis a altas produtividades, além da necessidade urgente de
substituicdo da matriz energética ainda muito baseada em espécies
nativas.

Em termos de mundo, visto as limitacbes de area e condicBes
edafoclimaticas menos favoraveis, esta ocorrendo a transferéncia do
centro de gravidade do negécio florestal relacionado a florestas plantadas
do Norte (América Central / Norte e Europa) para o Sul (América do Sul,
Africa e Asia) (Global Forest Resources Assessment, 2005). Assim sendo,
estas Ultimas sdo as grandes regibes contempladas e a serem
contempladas com o aumento dos plantios florestais, sendo definidas
como novos eixos de producdo e consumo, 0 que tem sido benéfico e
gerado impactos, oportunidades e desafios ao Brasil. Aliado a isso, tem-se
a situacdo atual, onde somente em torno de 7% de todas as florestas
brasileiras sao destinadas a producdo, em comparacao com 14% para
toda América do Sul, 39% para Asia, 52% para Europa, 19% para América
Central e 14% para as Américas Central e do Norte (Global Forest
Resources Assessment, 2010). Isto refor¢a o grande potencial de aumento
de area de florestas plantadas que tem no Brasil.
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Em termos de Brasil, percebe-se uma nova geografia de producéo
florestal, passando pela interiorizacdo da industria, inser¢cdo do pequeno e
médio produtor na cadeia produtiva florestal, bem como, a aceitagdo do
componente florestal na propriedade rural em vista, principalmente, dos
sistemas de ILPF (Integracdo Lavoura Pecuaria e Floresta). Cenarios
tendenciais e normativos indicam um aumento da area plantada de
florestas e, consequentemente de florestas clonais, pelo crescente
aumento da demanda por produtos de origem florestal, bem como, pela
menor disponibilidade de florestas naturais para exploracdo visando a
producdo de carvao e outros produtos florestais, aliado a maior cobranca
da legislacdo ambiental em vigor. Estima-se que, na regido do Cerrado de
MG, um dos Estados que lideram a producédo de carvao vegetal no Pais e
gue comporta cerca de 70 siderdrgicas movidas a carvao vegetal, pelo
menos 50% do carvdo que as abastece seja provenientes de matas
nativas (Calais, 2009; Focus/Visdo Brasil, 2010).

No Brasil tem-se atualmente 6,78 milhdes de ha de florestas
plantadas, sendo o eucalipto responsavel por cerca de 66,58 % desse total
(Anuario Estatistico da Abraf, 2010), o que demonstra um grande potencial
de crescimento, uma vez que isto representa em torno de 1,8 % da area
agricultavel do Pais (Ipam, 2009). De acordo com a Sociedade Brasileira
de Recuperacdo de Areas Degradadas, existem cerca de 200 milhdes de
hectares degradados no Pais, decorrentes da mineragdo, construcao de
estradas, hidroelétricas e represas, areas industriais e outras atividades
(Sobrade, 2011). O Ministério do Meio Ambiente vem divulgando uma
estimativa atual de mais de 80 milhdes de hectares de areas degradadas
com o extrativismo vegetal e atividades da agropecuaria, dentre outras
(Mercado do Cacau, 2011). Somente em termos de areas de pastagens
degradadas, segundo Bolfe (2010), existem estimativas entre 20 a 40
milhdes de hectares. Tudo isso demonstra o grande potencial de uso
dessas terras marginalizadas pelo setor de florestas plantadas.

As florestas plantadas no Brasil hoje se concentram basicamente
em espécies de eucalipto e pinus e, quando se aborda plantios clonais, é
fato a concentracdo quase que total em eucalipto. Para dar suporte a
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ampliacdo dos plantios clonais de eucalipto, vislumbra-se a necessidade
de avancos tecnolégicos relacionados, principalmente, ao desenvolvimento
e disponibilizacdo de clones para usos multiplos e acessiveis para
pequenos e médios produtores. Além disso, os protocolos de clonagem de
espécies e, ou hibridos ndo ftradicionais também precisam ser
desenvolvidos e, ou melhorados. Para a implementacdo dos plantios
clonais de pinus no Brasil, vislumbra-se a necessidade de desenvolvimento
de métodos de resgate de arvores adultas selecionadas, o
desenvolvimento e disponibilizagdo de novas espécies e hibridos
(principalmente para condicdes tropicais), além de protocolos eficientes de
clonagem in vitro e ex vitro.

As tendéncias indicam o aumento das pressfes no sentido de
busca de novas espécies para a silvicultura brasileira e, neste contexto,
materiais genéticos de espécies alternativas (nativas e introduzidas)
deverdo ser disponibilizados em curto espaco de tempo. Os plantios
clonais de seringueira tenderdo a aumentar pela maior valorizacdo da
borracha no mercado mundial, bem como, em vista da valorizacdo da
madeira serrada da espécie e da necessidade atual de renovacdo de
muitos seringais. Em espécies como teca e erva-mate, os plantios clonais
tendem a aumentar em vista, principalmente, dos protocolos de clonagem
ja se encontrarem disponiveis atualmente, aliado as novas percepcdes de
vantagens associadas ao processo clonal. Outras espécies florestais,
como guanandi, araucaria, grevilea, parica e liquidambar, por exemplo,
ainda encontram-se em fase de desenvolvimento dos protocolos de
clonagem e disponibilizacdo de materiais genéticos adaptados a condicdes
brasileiras e, dentro de poucos anos, serdo opfes para ampliacdo do
numero de espécies utilizadas na silvicultura clonal brasileira.

Consideracdes finais

De tudo que foi abordado, é evidéncia clara a existencia de
cenarios positivos para ampliacdo dos plantios clonais no Brasil e,
consequentemente, do aumento pela demanda de mudas de clones
superiores. Por outro lado, é claro 0 aumento das pressdes no sentido de
desenvolvimento e disponibilizacdo de novos materiais genéticos e
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espécies florestais alternativas para a silvicultura clonal brasileira. Para
tanto, inUmeros desafios cientificos, tecnoldgicos e de transferéncia de
tecnologia precisam ser abordados e superados, incluindo-se a
necessidade premente de parceiros efetivos para avaliagdo de novas
espécies e sistemas clonais.
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Novos cenarios para as plantagdes florestais no Bra  sil

A area com plantacdes florestais com finalidades comerciais no
pais em 2009 era de 6,3 milhSes de ha, dos quais as espécies e hibridos
do género Eucalyptus representavam mais de 70% (Abraf, 2010). Estas
plantacdes de eucaliptos eram, na maioria, baseadas em mudas clonadas,
via miniestaquia, de poucos clones selecionados em testes clonais
estabelecidos em grandes empresas florestais.

O uso da clonagem massal trouxe um aumento significativo tanto
na produtividade volumétrica como no IMACel (unidade de medida do
incremento médio anual de celulose por hectare) nestes Ultimos
cinqueneta. Esses resultados, frutos de investimentos em pesquisas,
principalmente pelas empresas privadas vinculadas as inddstrias de
celulose e papel, em parceria com as universidades e instituicdes de
pesquisas, tém sido tdo significativos que, atualmente, até os pequenos
produtores rurais, tém mostrado interesse crescente no plantio de florestas
clonais.

Por um lado este interesse é salutar pois, quando a pequena
propriedade rural esta localizada na mesma regido edafoclimatica onde o
clone foi selecionado e, o produtor adota técnicas silviculturais
semelhantes as usadas pela empresa, a produtividade é semelhante. No
entanto, é importante salientar que o plantio de clones em locais onde eles
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ndo foram testados e selecionados, nédo significa, necessariamente, maior
produtividade ou rentabilidade ao produtor.

Esta situacao tornar-se-a mais desafiadora, se considerarmos as
metas do Governo Federal de “aumentar a area com plantacdes florestais
com finalidades produtivas para 11 milhdes de ha até 2020, incluindo dois
milhdes de ha com espécies nativas (Sfb, 2010). Além disso, o Governo
Federal prevé que a expansao das areas com plantag@es florestais devera
ocorrer em areas de pastagens degradadas. Nestes tipos de areas, os
clones inter-especificos de eucaliptos tém apresentado melhor
produtividade em funcdo da possibilidade de combinar qualidades
adaptativas de diferentes espécies.

Semelhantemente aos eucaliptos, os resultados recentes de testes
clonais estdo indicando a tendéncia da silvicultura clonal substituir,
também, as plantacdes com finalidades comerciais originadas de
sementes de Pinus taeda e Acacia mearnsii, outras duas espécies mais
plantadas no Brasil.

No caso da meta governamental de estabelecer duzentos mil ha
anuais com plantacdes com finalidades produtivas com espécies nativas
nos proximos dez anos (Sbf, 2010), teremos uma situacdo onde a
demanda anual de aproximadamente 400 milh6es de mudas de algumas
espécies s6 podera ser atendida através do uso da clonagem massal, pois
ndo ha matrizes marcadas em quantidades suficientes para atender esta
demanda de mudas. Deve ser salientado que a demanda de mudas de
espécies nativas ndo inclui as mudas que serdo usadas para restauracéo
de Reserva Legal e APPs — Areas de Preservacdo Permanente. Nesses
dois casos, a estimativa de demanda de mudas dependera das possiveis
mudancas no atual Cddigo Florestal, que estdo sendo discutidas
atualmente pelo Congresso Nacional. De acordo com um estudo liderado
pelo Banco Mundial em parceria com vdrias instituicdes brasileiras
(Gouvello et al.,, 2010), caso ndo haja mudangas, serdo necessarios
recuperar aproximadamente 44 milhées de ha de Reserva Legal no pais.
Esta area é equivalente a seis vezes a area existente com plantacdes
florestais.
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Com base no exposto acima pode-se concluir que a producgéo de
mudas florestais poderd ser um fator limitante para atender as metas
estabelecidas pelo Governo Federal, ndo sO para a restauragdo das
Reservas legais e APP’s- Areas de Preservacdo Ambiental, como também,
para o estabelecimento de plantacdes de algumas espécies florestais
nativas para finalidades produtivas.

Outros aspectos a serem considerados no planejamento de um
programa de melhoramento genético de espécies florestais sdo os
diferentes cenarios resultantes das mudancas climaticas globais, que
podem ocorrer até 2100, propostos pelo IPCC (Painel Intergovernamental
de Mudancas Climaticas) em 2007. O cendrio mais pessimista (A2) estima
um aumento de temperatura entre 2C e 5,4°C até 2100, e cenario um
pouco mais otimista (B2) prevé um aumento de temperatura entre 1,4C e
3,8°C em 2100.

De acordo com Deconto (2008), o comportamento fisioldgico das
plantas é prejudicado por altas temperaturas. A fotossintese, que pode ser
beneficiada com a maior quantidade de gas carbbnico disponivel na
atmosfera, tende a decrescer gradualmente, na maioria dos vegetais, a
partir de temperaturas menores que 22T e maiores que 40C. Acima de
40C, os estdmatos (estrutura na superficie das fol has onde ocorre a troca
de gases com a atmosfera) se fecham, interrompendo a fotossintese. Por
causa disso, ondas de calor que geram temperaturas do ar acima de 34
durante trés ou quatro dias consecutivos acabam sendo altamente
danosas as culturas agricolas. Se esses indices térmicos ocorrem na fase
de florescimento das plantas, as flores morrem.

Além disso, 0 mesmo autor cita que 0 aumento da temperatura
promove um crescimento da evapotranspiragdo (perda de &agua por
evaporacéo do solo e transpiracdo das plantas) e, conseqiientemente, um
aumento na deficiéncia hidrica, o que vai provocar um aumento de areas
com alto risco climatico. Com excecdo dos locais que hoje sofrem com
geadas, em especial a regido Sul do pais e alguns pontos a sudeste e a
sudoeste do Brasil — e que por isso terdo vantagens com o aquecimento
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global.— todas as demais terdo uma diminuicdo de areas de baixo risco
para a maior parte das culturas.

O desmatamento é a principal causa do aquecimento global no
Brasil. Deconto (2008) destaca o aproveitamento de cerca de 100 milhdes
de hectares de pastos degradados existentes hoje no pais, como uma das
solucdes a médio e longo prazo para atender a demanda de terras para
expanséao agricola e de plantacdes florestais e evitar o desmatamento. Em
paralelo, € possivel adotar sistemas que sejam capazes de sequestrar
carbono da atmosfera. Algumas sugestdes consideradas bastante viaveis,
citadas por Deconto (2008), séo integrar em uma mesma area pecuaria e
lavoura, usar sistemas agroflorestais ou agrossilvopastoris, adotar cada
vez mais o sistema de plantio direto e reduzir o uso de fertilizantes a base
de nitrogénio. Em termos de adaptacdo ao problema, o autor comenta que
pesquisas visando obter plantas mais aptas as condicfes climaticas
desfavoraveis estdo sendo desenvolvidas usando técnicas de
melhoramento genético, incluido geracéo de novos transgénicos.

Este trabalho discute alguns aspectos relacionados ao uso da
propagacao vegetativa no melhoramento florestal, nos novos cenarios da
silvicultura de plantacdes florestais no Brasil.

Contribuicdo do melhoramento florestal e da propaga ¢cdo vegetativa
no atendimento das metas estabelecidas pelo governo federal

Ha cinco anos atras, Assis (2006) destacava que a produtividade
das plantagGes de eucaliptos que, na década de 1660, ndo passava dos 15
m3/ha/ano tinha, no minimo, triplicado, no mesmo clima e qualidade dos
solos. O autor destacava duas tecnologias que contribuiram de forma
decisiva para atingir esses avancos: a producdo de hibridos
interespecificos e a clonagem. Estas tecnologias séo frutos do esfor¢o, da
competéncia e da criatividade dos pesquisadores e cientistas brasileiros,
em todos os segmentos técnicos da produgéo de florestas. O mesmo autor
destacava, ainda, que 84,5% dos plantios clonais de eucaliptos eram
constituidos de hibridos e a tendéncia é de que a silvicultura clonal
predominaria nos préximos anos.
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Esta previsdo esta sendo confirmada para os eucaliptos e,
conforme ja salientado anteriormente, observa-se, atualmente, a mesma
tendéncia com outras espécies como o Pinus taeda e Acacia mearnsii.

A silvicultura clonal €, também, uma estratégia de curto prazo para
producdo de madeira de eucaliptos para producdo de madeira para
serraria e laminacdo. Isso porque, de acordo com Assis (2009), as
caracteristicas tecnoldgicas da madeira de hibridos interespecificos de
eucaliptos apresentam heranca tipicamente aditiva, onde as médias dos
hibridos sdo intermediarias em relacdo aos valores das espécies
progenitoras. A faixa de variagcdo observada nos valores assumidos pelas
caracteristicas tecnoldgicas dos individuos hibridos permite que sejam
selecionadas arvores com valores proximos e superiores a média da
espécie de menor valor, ou proximos e inferiores a média da espécie de
maior valor. Isto torna possivel projetar tecnologicamente a madeira de
arvores candidatas a serem selecionadas em programas de melhoramento
para finalidades industriais.

Assis (2009) salienta, ainda, que outra vantagem decorrente do uso
de hibridos é a manifestacao de heterose, ou vigor hibrido, verificada para
caracteristicas de volume na maioria dos cruzamentos interespecificos,
possibilitando o aparecimento de individuos com maior capacidade de
crescimento. Quando se busca aumentar os valores dos diametros, por
exemplo, os individuos altamente heter6ticos séo de grande utilidade, uma
vez que sua superioridade dificilmente pode ser obtida em arvores dentro
de cada espécie pura. O autor cita que, a clonagem pode contribuir
duplamente no contexto da utilizacdo da madeira de Eucalyptus para a
obtencdo de produtos soélidos. Por um lado possibilita a producdo em
massa de madeira com caracteristicas previamente selecionadas e, por
outro, assegura maior rendimento do processo de producéo, em todas as
suas etapas, por permitir que se avalie o comportamento industrial dos
clones e que lhes sejam aplicados procedimentos técnicos especificos.
Adicionalmente pode-se ter ganhos expressivos na qualidade dos
produtos, em virtude da maior homogeneidade e direcionamento das
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propriedades da matéria prima, fator altamente desejavel na atividade
industrial.

Desafios da silvicultura clonal: base genética rest rita das florestas
clonais, instabilidade fenotipica e efeitos epigené  ticos

A silvicultura clonal comercial, conforme desenvolvida atualmente
no Brasil, enfrenta trés desafios, que sédo intimamente relacionados. A
maioria das florestas clonais de eucaliptos, o que significaria mais de
quatro milhées de ha de plantacdes é baseada em poucos clones. Base
genética restrita pode significar altos riscos em relagdo as variacles
ambientais como surto de pragas, doencas e anormalidades climaticas,
como as previstas nos varios cenarios das mudancas climaticas globais.

Plantacdes clonais apresentam, também, instabilidades fenotipicas,
cujas causas ndo sdo ainda bem conhecidas. Até recentemente, a
variabilidade entre individuos de um mesmo clone (rametes) era justificada
pelo efeito “Efeito C” ou efeito clonagem, segundo Xavier e Comeério
(1996). Segundo Higashi et al. (2000), o “Efeito C” é causado pelo
ambiente e por fatores relacionados ao vigor do propagulo ou a qualidade
do sistema radicular. Xavier (2002) recomendou que a sele¢do de clones
de alta produtividade e de qualidade da madeira deve ser associada a
material genético estavel fenotipicamente. Ferreira et al. (2006) acreditam
gue a estabilidade fenotipica das plantas clonais sdo dependentes da
interacdo com ambiente explicitado pela fertilidade do solo, déficit hidrico,
fotoperiodismo, umidade do solo e regime de chuvas no local.

Mais recentemente, os estudos das variagBes somaclonais em
plantas tém sido relacionadas com fatores epigenéticos. Segundo Barata e
Guimaraes (sem data), enquanto a biologia sistémica lida com o genoma
como um todo, a epigenética, busca apreender as interages entre genes
e ambiente. As autoras salientam que o conhecimento genético caminha
no sentido de apontar uma complexidade que vai muito além dessa
correspondéncia direta entre genes e caracteristicas. Genes podem dar
origem a produtos diferentes; diversos fragmentos do DNA podem ser
responsaveis pela producdo de um mesmo composto; 0s mesmos genes
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se comportam diferentemente em células de tecidos distintos e podem ser
ativados ou desativados; e outras estruturas, além do DNA, desempenham
papéis fundamentais na regulacdo de reagBes de sintese de proteinas,
como os RNAs — que sdo modificados ao longo da vida e ndo sao
transmitidos hereditariamente. As alteracBes epigenéticas geram um
“epigenoma”, que pode ser especifico para um individuo, um tecido ou até
mesmo uma doencga. Efeitos epigenéticos estdo sendo cada vez mais
estudados, pois acredita-se que representem uma forca evolutiva
importante. Os mecanismos ndo estdo de todo esclarecidos, mas ja foi
comprovado que os efeitos de alguns habitos dos individuos durante a vida
— nao os habitos em si - podem ser transmitidos a seus descendentes. A
heranca epigenética seria um mecanismo marcante de como fatores
internos e externos interagem para determinar efeitos nos individuos.

Considerac6es finais

As plantagdes florestais com finalidades industriais no Brasil, sdo
estabelecidas para produzir maior quantidade de madeira de qualidade a
um menor tempo e custo. Conforme ja salientado anteriormente, o plantio
de clones de eucaliptos, selecionados em testes clonais para um
determinado sitio e submetidos a determinados procedimentos
silviculturais (preparo do solo, espagcamento entre plantas, adubagdes etc),
vem proporcionando maiores ganhos na produtividade, maior eficiéncia
nas operacdes de colheita e no rendimento industrial, quando comparados
com planta¢@es estabelecidas com mudas origniadas de sementes.

Mas, é importante salientar que essa vantagem nao pode ser
generalizada, pois os clones s6 respondem de forma esperada em
ambientes de crescimento semelhantes ao ambiente onde eles foram
testados e selecionados. Isto significa que, além do sitio, representado
pelo solo e clima, os procedimentos silviculturais e de manejo devem ser
semelhantes.

Existem ainda, a preocupacdo que as florestas monoclonais s&o
mais susceptiveis as pragas, doencas e anormalidades climaticas, como
geadas e déficit hidrico atipicos. Danos causados por geadas atipicas
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como as ocorridas em 2000 e por doengas como ferrugem sdo exemplos
destas anormalidades. Esse aspecto deve ser considerado com muito
cuidado nas estratégias de melhoramento florestal a serem ajustadas para
enfrentar os desafios que os novos cenarios da silvicultura brasileira,
representados pelas incertezas a serem causadas pelas mudancas
climaticas globais, pela instabilidade fenotipica dos clones cujas causas
ainda sdo desconhecidas e, pela necessidade de ocupacdo de areas
marginais com pastagens degradadas.

Apesar deste cendrio ndao muito favoravel, o Brasil € um dos
poucos paises no mundo onde as plantacdes florestais poderdao crescer
tanto em area como em produtividade. A Unica forma para enfrentarmos
estes desafios €, investir em pesquisas integrando universidades,
instituicbes de pesquisas e empresas privadas, devidamente apoiadas

pelos Governos e sociedade.
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APLICACOES BIOTECNOLOGICAS NA PROPAGACAO CLONAL DE
Eucalyptus

XAVIER, A}

! Professor Associado - DEF Universidade Federal de Vigosa. xavier@ufv.br
Introducéo

Nas udltimas décadas, tem-se assistido um aumento consideravel
no interesse pela propagacao clonal do Eucalyptus, principalmente diante
da adocéo crescente de clones nos projetos florestais, tanto pelas grandes
empresas quanto pelos pequenos investidores, inclusive produtores rurais.
Também, tém-se percebido consideraveis avancos tecnolégicos nos
processos de selecdo e clonagem de arvores, producdo de mudas clonais
e nas praticas silviculturais adotadas na implantacdo e conducdo dos
plantios comerciais. No Brasil, as plantacGes clonais com Eucalyptus
aumentaram consideravelmente a partir da década de 70, sendo
atualmente uma das mais evoluida e bem estabelecida do mundo. Para o
género Eucalyptus, os trabalhos de propagacéo vegetativa tiveram inicio
nos anos 50 com pesquisadores franceses e australianos, no Marrocos e
norte da Africa, os quais multiplicaram vérias espécies por enraizamento
de estacas obtidas de mudas de origem seminal. No entanto, a clonagem
de arvores adultas por meio da estaquia somente foi obtida com sucesso
no inicio da década de 70, na Australia (Alfenas et al., 2009). No Brasil, os
trabalhos pioneiros com sucesso no enraizamento de estacas de
Eucalyptus, em nivel experimental, remontam ao ano de 1975, conforme
relatado por Ikemori (1975), sendo a técnica adotada em escala comercial,
quatro anos mais tarde. No entanto, dada a importancia da silvicultura
clonal de Eucalyptus no Brasil, a propagacdo vegetativa pela estaquia foi
aperfeicoada diante das dificuldades existentes para a obtencdo de
material vegetativo com grau de juvenilidade e vigor fisioldgico adequado
ao enraizamento das estacas, culminando com o desenvolvimento das
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atuais técnicas de miniestaquia e microestaquia (Assis et al., 1992; Xavier
e Comério, 1996; Assis, 1997, 2001; Alfenas et al., 2009, Xavier et al.,
2009). Historicamente, foi a dificuldade de propagacdo vegetativa pela
estaquia de clones de Eucalyptus que despertou o interesse por técnicas
alternativas de clonagem, como a micropropagacdo, porém, em virtude
dos problemas encontrados, esta técnica ainda ndo se tornou viavel do
ponto de vista técnico e econdmico para uso em larga escala. No entanto,
foi a partir da micropropagacdo que se desenvolveu a microestaquia e,
posteriormente, a miniestaquia, tornando-se um marco na evolucédo dos
sistemas de producdo de mudas clonais de Eucalyptus, sendo estas
técnicas criadas e desenvolvidas no Brasil, na década de 90 (Assis et al.,
1992; Xavier e Comério, 1996; Assis, 1997; Higashi et al., 2000). Apés o
desenvolvimento da microestaquia (Assis et al., 1992) e a implantagdo em
escala comercial (Xavier & Comério, 1996), a micropropagacao tornou-se
uma etapa prévia a multiplicacéo clonal visando o rejuvenescimento in vitro
dos clones de Eucalyptus. Entretanto, dada as dificuldades técnicas,
econdmicas e operacionais da micropropagacdo em atender a demanda
de rejuvenescimento dos clones visando a microestaquia, implementou-se
a miniestaquia como técnica alternativa de clonagem comercial, sendo
atualmente a principal técnica utilizada pelas empresas florestais brasileira
na propagacéao clonal de Eucalyptus.

Aplicabilidade na clonagem de  Eucalyptus

Neste novo cendrio florestal que se apresenta atualmente, toda
tecnologia que facilita ou até mesmo possa viabilizar comercialmente a
producéo de determinados clones ¢é atrativa. Neste sentido, a biotecnologia
tem apresentado oportunidades na clonagem massal de gendtipos
superiores, bem como servindo de base para o processo de transformacéo
genética. O primeiro caso tem atraido a atencao principalmente nos casos
de clones de dificil enraizamento pela técnica de macroestaquia (estaquia
convencional e miniestaquia). Nesta situacao, a micropropagacado tem sido
recomendada como uma técnica para o rejuvenescimento de clones,
tornando-os aptos economicamente ao processo de producdo de mudas.
Por outro lado, a producdo comercial de mudas de clones pela
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micropropagacao ainda ndo se justificou, técnica e economicamente. O
rejuvenescimento de clones torna-se importante devido ao processo de
maturacdo ser um fendmeno que geralmente afeta espécies lenhosas de
acordo com o seu envelhecimento ontogenético, onde uma das mais
importantes conseqiiéncias para a clonagem é a reducéo, ou até mesmo,
a perda da capacidade de enraizamento que se verifica em plantas
adultas. Baseado nestas constata¢cfes e visto o processo de selecédo de
clones em Eucalyptus ser basicamente na fase adulta, o enraizamento de
propagulos vegetativos provenientes destas plantas constitui-se em um
grande desafio. Neste sentido, na Figura 1 é apresentada, de forma
resumida, uma tendéncia evolutiva nos processos de producdo massal de
mudas do género Eucalyptus, por meio da propagacdo vegetativa. Assim,
pode-se observar um incremento da participacdo da biotecnologia, mais
especificamente da micropropagacdo, a cada etapa do avanco da
pesquisa e implementacao em nivel operacional.

No entanto, vale salientar que, a micropropagacdo via
embriogénese somatica para Eucalyptus ainda carece de desenvolvimento
cientifico quanto a sua aplicagdo no rejuvenescimento de clones
selecionados e como técnica de propagacdo massal por meio de embriées
encapsulados, chamados de “sementes sintéticas”. A alternativa da
miniestaquia precedendo a microestaquia tem sido considerada como uma
boa estratégia, em funcéo da miniestaquia ndo necessitar de estruturas de
laboratérios de cultura de tecidos (micropropagacéo), reduzindo, portanto,
0s custos na producao das mudas. Isto € justificado em algumas situacfes
onde a estaquia seriada, por meio da técnica de miniestaquia, pode
apresentar resultados eficientes tanto quanto os da microestaquia, ou nos
casos em que a diferenca existente entre as duas técnicas ndo compensa
0 investimento da microestaquia.
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Laboratorio - micropropagacéo via gemas axilares
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Laboratério — Embriogénese Somatica | (?) - S@MENteS sintéticas

Figura 1 — Evolucédo e tendéncias na propagacéo clonal de Eucalyptus spp.
(Adaptado de Xavier et al., 2009).

Em outras situacfes, a miniestaquia mostra-se como alternativa
em certos clones que apresentam dificuldades no cultivo in vitro
(recalcitrancia, necessidades de ajuste de meio de cultura, etc.),
inviabilizando sua multiplicacdo vegetativa pela micropropagacao.
Portanto, cabe ao técnico avaliar qual é a melhor alternativa para sua
situacdo, pois cada técnica apresenta vantagens e dificuldades,
associadas ao custo e tempo necessarios para se alcancar os objetivos
propostos. Deve-se considerar que certos clones sao de dificil propagagéo
vegetativa e o rejuvenescimento pode nao resolver eficientemente a
problematica da producéo de mudas. Por outro lado, existem clones com
grande facilidade de propagacéo vegetativa em que procedimentos mais
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simples e de menor custo, como a estaquia/miniestaquia, podem ser
suficientes para atender ao processo de producdo massal de mudas de
Eucalyptus. Vale salientar que resultados de viveiro e campo séo
extremamente importantes, visando a confirmacao da melhor estratégia a
ser adotada, pois cada empresa apresenta um conjunto de clones e
condi¢gbes ambientais proprias, associadas a uma condi¢cao operacional e
orcamentaria.

Aplicacbes da embriogénese somatica na area florest  al

Entre as varias aplicag6es da embriogénese somatica in vitro, esta
€ tida como potencial na multiplicacédo clonal de plantas, onde a partir da
embriogénese repetitiva, teoricamente, uma cultura iniciada de um Unico
explante pode produzir um numero ilimitado de embrides, tornando o
processo altamente atrativo para a producdo massiva de plantas. Aliado a
isso se tem a possibilidade de producédo artificial de sementes pelo
encapsulamento dos embrides somaticos, chamadas comumente de
sementes sintéticas, com um minimo de manipulacdo e espago fisico de
laboratério. O embrido somatico, por apresentar um sistema radicular e
caulinar na mesma unidade, em muitas das situacdes mostra-se mais
vantajoso em relacdo ao sistema de micropropagacdo via gemas axilares,
por exemplo. Neste caso, enquanto o embrido somatico desenvolve um
sistema radicular pivotante, na organogénese é adventicio. Com o
desenvolvimento desta tecnologia, a embriogénese somatica in vitro
constituise em uma alternativa na propagacdo de plantas, principalmente
de clones selecionados em um programa de silvicultura clonal.
Alternativamente, a embriogénese somatica apresentase como uma
técnica capaz de superar alguns problemas na propagacdo em massa,
especialmente para certas plantas lenhosas de dificil enraizamento. Outras
aplicacbes da embriogénese somética in vitro dizem respeito a sua
utilizacdo como ferramenta na transformacdo genética, hibridacéo
somatica e criopreservacdo. Entre as limitagbes apresentadas pela
embriogénese somatica, dificultando sua utilizacdo como sistema de
micropropagacdo, estdo a necessidade de obtencdo de um sistema de
embriogénese reproduzivel em larga escala, variabilidade genética
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indesejavel introduzida pelo processo, perda da capacidade regenerativa
pelos subcultivos sucessivos e a dificuldade ou impossibilidade de se
estabelecer um sistema de inducao por embriogénese somatica em alguns
genotipo/espécies. Nos Ultimos anos varios trabalhos tém sido publicados
para um grande numero de espécies, porém esta tecnologia ainda
encontra-se em fase de desenvolvimento, limitando a sua aplicacao na
area florestal em um processo comercial de producdo de mudas. Para
Eucalyptus, pode-se citar trabalhos com Eucalyptus citriodora
(Muralidharan e Mascarenhas, 1987; Muralidharan et al.,, 1989;
Muralidharan e Mascarenhas, 1995), Eucalyptus grandis (Watt et al., 1991;
Major et al.,, 1997; Titon, 2005; Titon et al.,, 2007; Carvalho, 2007),
Eucalyptus dunni (Termignoni et al., 1996), Eucalyptus nitens (Ruaud et al.,
1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Bandyopadhyay & hamill, 2000),
Eucalyptus urophylla (Tibok et al.,, 1995; Arruda et al., 2000, Carvalho,
2007), Eucalyptus tereticornis (Prakash e Gurumurthi, 2005) e Eucalyptus
globulus (Nugent et al., 1997, 2001; Bandyopadhyay et al., 1999; Pinto et
al., 2002; Pinto et al., 2008a; Pinto et al., 2008b). No entanto, um dos
principais entraves encontrados para a propagacdao clonal via
embriogénese somatica é a baixa taxa de conversdao de embriGes
somaticos em plantas. Aliada a técnica de clonagem de Eucalyptus
utilizada atualmente em escala comercial, a embriogénese somatica
apresenta grande potencial para rejuvenescimento de materiais
selecionados de dificil enraizamento, assim como na regeneracdo de
plantas transformadas geneticamente. Uma vez obtidas estas plantas, o
material pode ser multiplicado em grande escala pela técnica de
microestaquia, difundida nas empresas florestais.

Automatizac&do da micropropagacao

A biotecnologia vegetal tem aberto novas possibilidades de
obtencdo de plantas, no entanto muitas vezes a propaga¢do em larga
escala mediante técnicas de propagacdo in vitro, em quantidade e
qualidade, tem sido fator limitante para muitas espécies de plantas,
principalmente para as plantas lenhosas. Conforme Penchel et al. (2007),
inovacbes em aspectos especificos tém sido propostas, como a
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manipulacdo da atmosfera e, ou, do ambiente in vitro com a propagac¢éo
fotoautotréfica; o uso de recipientes de cultivo alternativos, como aqueles
recobertos com filmes que permitem trocas gasosas para a propagacao
fotoautotréfica; novas fontes de iluminacdo a base de diodos-LEDs e
lampadas fluorescentes catddicas frias-CCFLs; novas concepcdes de
biorreatores, para viabilizar a producédo econdmica de mudas em maiores
escalas; técnicas de criopreservacao; automatizacdo das operacdes dos
sistemas de cultura de tecidos, dentre outras. O interesse pela
automatizacdo na cultura de tecidos tem despertado a atencdo de
pesquisadores e profissionais desta area, principalmente com relacdo a
aplicacdo da tecnologia em escala comercial, visando a necessidade de
minimizar custos na micropropagacdo. Segundo Penchel et al. (2007) trés
alternativas principais tém sido aplicadas na automacdo/mecanizacao:
automacao/mecanizagéo dos procedimentos rotineiros da
micropropagacédo (preparo de meios de cultura, repicagem das culturas e
aclimatacdo das plantas propagadas), novas tecnologias baseadas na
utilizacdo de sistemas de propagacdo em meio liquido e sistemas de
cultivo in vitro alternativos. De forma geral, na busca de uma producéo
eficiente e automatizada na  micropropagacdo de  plantas,
preferencialmente, o sistema de producdo tem evoluido de uma pequena-
escala de pesquisa para um sistema de cultura de alto-volume e alta-
eficiéncia e utilizando meio de cultura liquido, visando principalmente
facilitar o manuseio. A cultura de tecidos convencional via sistema agar
(meio semissolido) requer grande nimero de pequenos recipientes de
cultivo e méo-de-obra intensiva, necessitando de ampla estrutura de
camaras de fluxo laminar, autoclave e sala de cultura, sendo essas as
principais limitagcbes da eficiéncia na propagacdo e do alto custo da
técnica. Dentro desse contexto, os biorreatores podem reduzir a méo-de-
obra, alcancando baixo custo de producéo e estabelecendo um sistema
pratico para propagacdo massal de plantas in vitro, despertando a atencéo
para uma micropropagacdo em biofabricas (Takayama e Akita, 2006;
Penchel et al., 2007). Ainda existem poucos estudos que enfocam o uso
de biorreatores na propagacao de espécies do género Eucalyptus, aonde
vém sendo realizadas pesquisas utilizando-se o principio do sistema de
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imersdo temporaria RITA®, mas ainda com grandes dificuldades em
algumas etapas do processo de producdo, como por exemplo Castro e
Gonzélez (2002), Reis et al. (2003) e McAlister et al. (2005). Mais
recentemente, Oliveira (2009) trabalhando com micropropagacdo de
clones de Eucalyptus grandis X E. urophylla em biorreatores de imerséo
temporaria (sistema RITA), indicou ser uma tecnologia promissora. No
entanto, salientou necessidade de ajuste do manejo da cultura nas fases
de multiplicagédo e alongamento para a obtencdo de brotos com maior vigor
aptos a enraizar em condi¢cdes ex vitro, a fim de que esta técnica possa se
tornar viavel em larga escala.

Considerac¢8es sobre a micropropagacao

Ao decidir pela micropropagacdo deve-se primeiramente avaliar o
valor genético do clone a ser propagado, os objetivos a serem alcancados
com a técnica, assim como a disponibilidade de infra-estrutura,
orcamentaria e de pessoal especializado. Deve-se estar ciente da
variabilidade no processo de micropropagacéo entre diferentes clones da
mesma espécie e entre as espécies, pois ndo existe uma receita Unica,
onde devera ser ajustada uma metodologia ao clone em questdo. Entre as
desvantagens e dificuldades do processo de micropropagacédo tém-se o
alto investimento em instalacbes e treinamento de pessoal;
desenvolvimento de protocolos diferenciados para diferentes espécies ou
grupos de clones; contaminagdo do meio de cultura com microorganismos;
perigo associado com a micropropagacao horticultural, isto é, a
possibilidade da disseminacdo acidental de plantas doentes ou mutantes
(quimeras). O custo da muda micropropagada deve ser ponderado, pois
guando se deseja obter plantas livres de patégenos ou material
geneticamente modificado por exemplo, uma vez obtida a muda de
interesse, esta pode ser multiplicada por outras técnicas de propagacao de
plantas ja dominadas tecnicamente e economicamente viaveis na area
comercial. Varias empresas florestais brasileiras fizeram investimentos
nesta area na década de 80, porém muitos laboratérios foram fechados
posteriormente, por problemas metodolégicos ainda existentes na cultura
de tecidos e por falta de mao-de-obra especializada. Atualmente, com o
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advento da microestaquia, a micropropagacdo tem merecido atencao
especial para a propagacédo clonal de Eucalyptus, visando atender a fase
de rejuvenescimento in vitro e de limpeza clonal. Vale salientar que o
desenvolvimento e a implementacéo da técnica de producdo de mudas via
embriogénese somatica abre perspectivas enormes para a adogdo da
propagacao in vitro de espécies florestais.
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O Brasil é conhecido mundialmente pelo grande potencial na
silvicultura, principalmente de eucalipto e, os avancos adquiridos até o
momento foram conseguidos gracas as inovacfes tecnoldgicas e
biotecnoldgicas no manejo silvicultural, no melhoramento genético e na
propagacao vegetativa. Visando transferir a mesma tecnologia utilizada
para o Pinus taeda, a Klabin S.A, iniciou um trabalho de desenvolvimento
clonal, vislumbrando aumentar a produtividade e qualidade dos plantios
bem como qualidade da madeira para aumentar o rendimento de celulose
por hectare.

A Klabin é uma empresa brasileira de base florestal, a maior
produtora de papéis e cartbes para embalagens, embalagens de papelédo
ondulado e sacos industriais do Pais, além de ser a maior produtora de
toras para serrarias e laminadoras. E também a maior recicladora de
papéis e a principal exportadora de papéis no Brasil. Possui 17 unidades
industriais em oito estados brasileiros e uma na Argentina. Possui 212.573
ha area plantada com Pinus e Eucalipto em quatro estados brasileiros e,
um total de 192.337 ha de area de preservagéo (informagéo de plantios até
dezembro de 2010).

Pinus spp. é o género florestal mais plantado na regidao Sul do
Brasil, totalizando, 1.417.850 ha, até 2009, ou seja, 79% da area total
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plantada de pinus no Brasil, sendo o Pinus taeda a espécie com maior
expressividade. O estado do Parand lidera a area plantada com este
género, seguido por Santa Catarina, respectivamente com (695.790 ha e
550.850 ha, ou respectivamente 38% e 31% do total (Abraf, 2010). Sendo
a Klabin empresa de grande expressdo neste cenario com um total
plantado de 147.479 ha em todas as unidades florestais.

Porém, para (Hamann, 1995) e (Rocha e Niella, 2002) o Pinus é
uma das espécies de coniferas mais dificeis de propagar vegetativamente
(apud Andrejow e Higa, 2009). Assim, durante os Ultimos 30 anos, varias
técnicas foram testadas para resolver a recalcitrancia das espécies de
Pinus ao enraizamento. O grande entrave ao sucesso dessas tentativas,
na maioria das vezes, ocorreu devido a dificuldade de brotacdo e
enraizamento de propagulos adultos (Santos et al., 2008).

Como alternativa a clonagem individual, varios trabalhos foram
realizados na tentativa de enraizar propagulos vegetativos de plantas
juvenis (Campinhos et al., 2000; Santos et al., 2008; Andrejow e Higa,
2009). Dessa forma, podé-se propagar as melhores familias geradas pelos
programas de melhoramento, produzindo florestas de familias clonadas.
Essa alternativa tornou-se importante, uma vez que, na maioria das vezes
a quantidade de sementes obtidas de uma Unica familia em pomares
clonais, ou mesmo em programas de polinizacdo controlada e ou de
polinizacdo massal controlada, geralmente era insuficiente para abastecer
toda a necessidade dos programas anuais de plantio (Santos, et al, 2008).
A Klabin tem obtido ganhos significativos com a utilizacdo desta técnica,
porém, a utilizacdo de sementes como fonte de propagulos resulta em
maior desuniformidade do material, 0 que é aceito pela dificuldade de
obtencdo de rejuvenescimento de material adulto em Pinus sp. Porém, é
sabido que com a clonagem de individuos superiores, os ganhos em
produtividade podem ser muito mais expressivos tanto em incremento
volumétrico, quanto em qualidade da madeira.

No melhoramento genético a maioria das caracteristicas utilizadas
para a selecdo de gendtipos superiores ocorre na fase adulta, porém
nestas idades o envelhecimento ontogenético reduz gradativamente a
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competéncia dos tecidos ao enraizamento na maioria das espécies. E este
tem sido um entrave na propagacdo destas espécies. Deste modo, é
necessario que se disponha de métodos de rejuvenescimento capazes de
restaurar a capacidade de rizogénica (Assis e Mafia, 2007). No entanto,
para varias espécies a micropropagacao tem sido a técnica mais eficiente

para aumentar o indice de enraizamento.

Desta forma, visando contornar estes problemas inerentes da
espécie ou até mesmo do género e aumentar os ganhos genéticos, uma
das técnicas utilizadas para a clonagem individual tem se destacado
positivamente nos Ultimos anos: a embriogénese somatica. Trata-se de um
método utilizado na cultura de tecidos de plantas que envolve o processo
de desenvolvimento de um embrido imaturo de uma Unica semente e a
multiplicagdo deste por centenas (para testes clonais) ou milhares (para
plantios comerciais) de embrides geneticamente idénticos a ele (Santos, et
al, 2008).

A embriogénese somética pode ser natural e in vitro ou induzida.
No primeiro caso, células dos tecidos embrionarios podem ser
direcionadas para esta rota de desenvolvimento morfogenético, como € o
caso do sistema da embriogenia adventicia ou nucelar em Citrus sp, onde
0s embrides apomiticos originam-se por gemacdo a partir de células do
nucelo que representam o genoma materno (Spiegel Roy e Vardi, 1984).
Estes embrides apomiticos sdo geneticamente idénticos a planta-mée e a
consequiéncia deste fendbmeno é a perpetuacdo de populacdes clonais
através da semente. Na embriogénese somatica in vitro ou induzida,
células hapléides ou dipldides (somaticas) em diferentes estagios de
diferenciagdo podem se adequadamente induzidas, por estimulos
ambientais ou quimicos, serem reprogramadas e adquirirem novas
competéncias morfogenéticas. A embriogénese somatica in vitro € um
método importante para propagagdo massal clonal de gendtipos
superiores. Além disso, é uma técnica de grande aplicabilidade para os
estudos basicos relacionados com a fisiologia, genética e bioquimica do
desenvolvimento embrionario (Yeung, 1995).
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Em comparagdo a outras técnicas de micropropagacao, a
embriogénese somética apresenta as seguintes vantagens e aplicacdes:
permite a obtengdo de uma grande quantidade de propagulos (embriées
somaticos); possibilita alto grau de automatizacdo do sistema, permitindo
baixar custo efetivo da produgdo em larga escala de plantulas somaticas;
0s propagulos podem ser produzidos de forma sincronizada (com a
otimizacdo do sistema); possibilidade de armazenamento dos propagulos
por um longo prazo por meio da criopreservacdo; possibilidade de
sementes artificiais; utilizagdo das culturas para o isolamento e fusdo dos
protoplastos; e as culturas sdo passiveis de transformacdo genética e
podem ser utilizadas como ferramenta integrada em programas de
melhoramento florestal (Hogberg et al, 1998; Guerra et al., 1999).

O processo basico para a embriogénese somatica realizada com
giminospermas, principalmente coniferas, consiste de dois ciclos
repetitivos caracteristicos. O primeiro, os embrifes zigoticos em estagio
inicial de desenvolvimento s&o inoculados em meios de cultura contendo
hormdnio vegetal auxina, sendo a mais utlizada o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Estas culturas geram complexos ou massas
celulares pro-embrionarias, que por processos de embriogénese repetitiva,
resultam em um ciclo repetitivo de divisées celulares, formando embrides
somaticos globulares. No segundo ciclo, chamado de ciclo de maturacgéo,
esses pré-embrides sdo estimulados a prosseguir o seu desenvolvimento
pela retirada da auxina do meio de cultura, ou pela inclusdo de acido
abscisico (ABA), citocininas e de agentes que promovam esse estresse
osmotico. Nesta fase as culturas sdo mantidas em condicbes de
luminosidade. Esse ciclo de maturacdo forma embribes somaticos que
podem ser convertidos em plantas (Guerra et al, 1999).

Com o objetivo de viabilizar a clonagem do Pinus taeda, a Klabin
iniciou em 2004 um trabalho de desenvolvimento clonal, utilizando a
técnica da embriogénese soméatica em parceria com uma empresa de
biotecnologia. Para dar inicio ao trabalho foi realizado anteriormente,
polinizagdes controladas de material genético melhorado e selecionado
para os cruzamentos. O sucesso da técnica, bem como da selecdo de
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material genético superior, exigiu uma amostragem adequada do material
utilizado a fim de aumentar a probabilidade de encontrar clones superiores
com boas caracteristicas de crescimento e qualidade da madeira.

Apés as polinizacdes, foram enviados a empresa parceira cones
verdes (sementes imaturas) coletadas nos pomares. Essas sementes
imaturas foram submetidas ao processo de embriogénese somética. As
duas fases desse trabalho envolveram a “Iniciacdo” (producéo de tecido
embriogénico) e a “Producdo” (resgate do tecido embriogénico para
producdo de embribes, plantulas e mudas para plantio). O tempo
necessario para a conclusao das duas fases variou de 18 a 24 meses,
sendo ajustado de acordo com a melhor época do ano para
estabelecimento de experimentos em campo.

O trabalho consistiu basicamente na multiplicacdo do embrido
imaturo de uma Unica semente, em milhares de outros embribes
geneticamente idénticos ao primeiro. Apos a multiplicacdo do embrido
imaturo, parte do material foi utilizado para producdo de mudas e
instalacdo de testes clonais e outra parte foi Crio-preservada em nitrogénio
liquido a — 180 T, de forma que apds a obtencdo dos resultados dos
testes clonais, fosse possivel recuperar os clones selecionados e propaga-
los em larga escala.

ApOs o recebimento das plantas, foram instalados testes clonais
visando selecionar os individuos (clones) com potencial para constituirem
futuros plantios operacionais de Pinus taeda. Estes testes foram
instalados em 2007 em diferentes sites representativos das unidades
florestais da Klabin. Utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso com
uma planta por parcela (Single Tree Plot) para as analises estatisticas e,
parcelas maiores, visando avaliar a qualidade da madeira.

Resultados preliminares, a partir de medi¢Bes precoces aos 4 anos
de idade, mostram que o ganho de selecdo de clones superiores em
relagdo ao material seminal de segunda geracdo foi de até 17% em
incremento volumétrico. A projecdo da produtividade para 14 anos
constatou-se que o melhor clone apresenta 50 m3ha/ano. Desta forma,
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foram selecionados os melhores clones e estes estdo sendo resgatados a
partir do material que ficou criopreservado para a instalacao de futuros
plantios clonais de Pinus taeda. Os ganhos relacionados a qualidade da
madeira ainda ndo foram avaliados, mas existe também nesta
caracteristica grande chance de ganhos, devido a selecdo esta
caracteristica antes das polinizacdes.

As perspectivas da empresa sdo grandes, porém esta é uma
estratégia continua, ou seja, novos trabalhos de embriogénese somatica
serdo realizados visando selecionar novos clones superiores para
aumentar os ganhos futuros.
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Introducao

No panorama atual, pode-se descrever um quadro de mudancas
com grandes tendéncias ao maior envolvimento do capital intelectual como
fator chave de sucesso para o desenvolvimento e evolucdo da sociedade.
Nesse ponto, considera-se a valoracdo do talento humano e o seu grande
potencial de visdo de acdes estratégicas e praticas a serem idealizadas
para a melhoria do ambiente de trabalho sob qualquer natureza.

Dessa forma, vé-se um ambiente de formacdo de potencial
intelectual, como altamente propicio para a experimentacdo de uma
proposta desse nivel, onde se pode trabalhar com toda a visao sistémica
da organizacédo e a sua pluralidade disciplinar, incentivando e gerenciando
propostas de protecdo de propriedade intelectual de forma dinamica e ja
adequadas com as constantes mudancas e fatores de competitividade do
mercado e suas hovas exigéncias.

A potencialidade visivel nos bancos universitarios forma uma
estrutura consistente para a geragcdo de conhecimento tacito de producéo
cientifica, podendo resultar na criacdo de invencbes e, a partir disso,
quando transferidos para o mercado, podendo gerar as ditas inovagodes.
Esse ambiente torna-se altamente propicio para formacdo de uma
plataforma para o avango tecnoldgico, principalmente por ser coexistir
através de fatores interdisciplinares de diversas areas, onde promove-se
pesquisas que podem afetar diretamente o cotidiano do cidadao.
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Nesse ambito, deve-se haver um planejamento para pesquisa de
forma bem estruturada, baseando-se principalmente em uma
fundamentacéo solida sobre o que ja vem sendo produzido e utilizado pelo
mercado, analisando-se o0s potenciais que ainda podem ser desenvolvidos,
atuando sobre critérios de atividade inventiva e novidade durante as
experimentacdes em suas pesquisas.

Os pesquisadores dispdem da qualidade criativa com enormes
potenciais a ser desenvolvidos, através do uso de instrumentos como a
propria informagdo tecnolégica disponiveis nos acervos fisicos e
eletrdnicos nos bases de patentes nacionais e internacionais.

Segundo Torre (2005), a criatividade € um fenémeno que circula
entre os atributos pessoais e as exigéncias sociais, ou seja, € a propria
sociedade que promove e define o grau de relevancia da atividade ou
resultado criativo. Essa linha de pensamento é critério a serem tidos como
fator-chave para o planejamento da pesquisa, desenvolvimento e
inovacgdo, proporcionando aos pesquisadores atuarem sob algo que possa
exercer fator de atividade inventiva ou novidade, para ser aplicavel no
mercado.

Para Tarapanoff (1995) a informacgéo tecnologica possui carater
estratégico € se descreve como sendo todo tipo de conhecimento
relevante ao planejamento das ac¢Bes das instituicbes produtivas,
envolvendo processos de producéo, capacitacdo de recursos humanos,
reorganizacao das empresas, etc.

Inumeras sdo as fontes de informacdo tecnolégica, entretanto,
conforme descreve o Art. 24 (Lei 9.279/96 — LPIl) — o documento de
patente devera descrever clara e suficientemente o objeto, de modo a
possibilitar sua realizacdo por técnico no assunto e indicar, quando for o
caso, a melhor forma de execucdo de sua aplicacdo. Assim, a patente
pode fornecer informacgBes mais contextualizadas para a aplicabilidade que
pode fornecer a tecnologia a ser desenvolvido durante a pesquisa.
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A informacdao tecnoldgica nas bases de patentes

No mercado atual, inumeras empresas de economia mundial ja
possuem em sua estrutura organizacional departamentos, setores,
unidades ou equipes capacitadas especificamente na busca de novas
tecnologias desenvolvidas e armazenadas ou ndo nas bases de patentes
nacionais e internacionais, publicas ou privadas. Essas equipes tratam de
formar buscar tudo que foi gerado dentro do contexto do que se deseja
colocar na escala de criacdo e producgéo de sua organizacdo, buscando se
aproximar o maximo possivel da exatiddao da atividade inventiva e da
novidade a ser apresentada para seu publico-alvo.

As Instituicbes de Ciéncia e Tecnologia (ICT), no ambiente global,
véem se aproximando e estreitando lagos com o setor industrial através de
parcerias formadas devido as necessidades de interacdo entre o setor
criativo e setor produtivo. A maioria dos paises ja possuem uma rede
estruturada de negdcios entre universidade-industria-governo (Figura 01),
triplice evidenciada por Etzkowitz (2009) como base para o
desenvolvimento da sociedade.

Segundo Etzkowitz (2009), a universidade é o principio gerador
das sociedades fundadas no conhecimento, assim como 0 governo e a
indUstria sdo as instituicdes primarias na sociedade industrial. E o
diferencial da universidade em relacdo aos demais ambientes de producéo
do conhecimento sdo os estudantes, incluindo a constante renovacdo do
quadro discente com ingresso periédico de novos alunos, renovando as
idéias e favorecendo as unidades de P&D.

Para fomentar esse ambiente de P&D, pode-se descrever
inUmeras bases de patentes que armazenam grande parte das tecnologias
as quais véem sendo usadas atualmente pelo mercado, ou ainda se
encontram em processos de transferéncia de seus uso, com ou sem
exclusividade. Incluindo ainda, sobre as tecnologias que se ndo encontram
nas bases, mas ja se encontram no estado da técnica por ja serem
comercializadas desde anos anteriores ao criacdo do sistema de
propriedade intelectual.
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e

Figura 1 - Modelo de Hélice Triplice. Fonte: Etzkowitz (2009).

Desse modo, pode-se descrever na Tabela 01, a relacdo de
algumas das principais bases de patentes publicas disponiveis para
proceder a busca de anterioridade para desenvolvimento do estado da arte
das pesquisas de producdo cientifica das ICT’s, entre as quais serao
mostradas durante a comunicacdo a ser ministrada nesse evento:

Tabela 01 - Relacao das Bases de Patentes.

Base Nome descrito  |Natureza Ano [Endereco eletrénico

http://www.wipo.int/tacsy/

Ferramenta de busca da oitava

edi¢do da CIP
WIPO Escritério da ¢
Organizacgao Piblica e http://www.wipo.int/classifications

= Mundial de . 1967 fipc/ipc8/?lang=en

WIPO = ratuita
= Propriedade | ¢ _ e
=1 Intelectual Site para busca de classificacdes

de patentes

http://www.wipo.int/pctdb/en/ -
buscas WIPO/Patentscope
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INPI Instituto
Nacional de | Publica e o~
"‘Hﬂm Propriedade | gratuita 1970 http://www.inpi.gov.br
Industrial
Esp@cenet
) Escritorio Piblica e
e%f_mne Europeu de gratuita 1973 http://ep.espacenet.com/
s — Patentes
USPTO
Escritorio Piblica e
Americano . 1790 http://www.uspto.gov
gratuita

de Patentes

JPO

Q Ja A

_ pan Patent| Puablica e ) . . .

!I% EQF Office gratuita http://www.jpo.go.jp/
JAPAN PATENT

Derwent Base de http://science.thomsonreuters.co
r‘ | patentes Privada e m/pt/produtos/dii/ - integrada a
1S111E0 of Knowicaae RSV ) 1963 Plataforma ISI Web of Kowledge,

restrita ) )

Derwiant Innovations Index nos da Thomson Reuters (disponivel

— peritdicos através da UFSM)

Fonte: préprio autor

A difusdo da cultura da propriedade intelectual mediante 0 meio
académico permite estabelecer diretrizes para as ICT's, na dire¢do do
alcance de um novo mercado mais competitivo, dinamico e altamente
produtivo. A quebra de alguns paradigmas como o de produzir pesquisas
sem aplicacdo industrial, atividade inventiva ou novidade, e que possam
inserir mudancgas positivas para a melhor capacitacdo da formagéo
intelectual do académico, é de fator fundamental para o cumprimento com
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as exigéncias e necessidades desse novo mercado, oferecendo melhor
aplicabilidade para carreira profissional do académico, apresentando uma
melhor vis&o de futuro para sua atuacao.

O aumento da concorréncia nesse mercado vem potencializado o
setor industrial para o desenvolvimento de tecnologias que possam
impactar mais positivamente e sustentavelmente o consumo, de forma a
adequar os novos costumes e habitos da sociedade ao contexto das
necessidades de preservacao da natureza e da sua prépria existéncia.

Consideracdes finais

Desse modo, conclui-se que a disseminacdo do conhecimento
armazenada em bases de patentes disp8e-se como um importante recurso
estratégico para potencializacdo da producdo cientifica das ICT's,
desenvolvendo pesquisas mais qualificadas e adequadas com as
necessidades do mercado, contextualizando-se nos fatores como a
competitividade e a inovacdo, sendo que essa Ultima somente pode ser
realizada no setor industrial.

As empresas, em sua maioria, as que se encontram enquadradas
na classe de economia mundial, ja véem desenvolvendo novas tecnologias
baseadas na busca de informacédo tecnoldgicas em bases de patentes. As
patentes, em sua maioria, sdo depositadas e acabam néo recebendo o
devido encaminhamento para a producdo industrial, ndo dispondo um
retorno para os inventores ou pesquisadores que investiram recursos
financeiros e humanos para a sua obtencao.

As ICT’s brasileiras ainda ndo se encontram inseridas nessa
realidade, para tanto, a promocédo de eventos de difusdo dessas praticas
de busca em bases de patentes torna-se fator chave para a obtencdo de
sucesso de pesquisas adequadas as exigéncias e necessidades do
mercado.

As pesquisas desenvolvidas junto as atividades-fim das
universidades, envolvendo diretamente o ensino e a pesquisa geram
dissertacdes e teses as quais podem ser passiveis de produzir inUmeras
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tecnologias a ser implementadas no mercado através do transferéncia da
tecnologia. Da mesma forma, esse contexto € possivel através das
mudancas no modo de agir do pesquisador da ICT, que buscando um
estado da arte referenciado em patentes pode obter a melhor visdo do que

vem sendo produzido para o mercado atual.
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Introduccién

El sistema de reproduccion asexual, permite conservar la identidad
genética y uniformidad entre generaciones, no obstante su constitucion
heterocigota para muchos de sus caracteres. Por lo general este sistema
de reproduccion se denomina multiplicacion clonal, presentando ciertas
ventajas y alguna desventaja. Sin embargo, la mayoria de estas especies
pueden reproducirse en forma sexual ademas. Esa condicion puede ser
explotada para el mejoramiento genético de estas especies, en
cruzamientos controlados.

Las especies de propagacién vegetativa o clonal presentan
caracteristicas diferenciales que deben considerarse en Programas de
Mejoramiento Genético para el desarrollo de nuevos cultivares. Por lo
general, el material de plantacion, en estos cultivos, es relativamente
voluminoso y de conservacién limitada. Ademas, este material puede
afectar el rendimiento y calidad debido a factores genéticos, fisiolégicos y
sanitarios.

La condicién fisiologica del material de plantacién puede tener
consecuencias en el desarrollo del cultivo. Diferencias en esta condicion
son causadas por practicas de manejo del cultivo anterior, asi como de su
almacenamiento previo. La eleccién del cultivar obviamente puede

Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p. 335



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

condicionar el resultado de los cultivos. Ademas, en estas especies
pueden ocurrir cambios somaticos 0 mutaciones que generan variantes,
por lo comun desfavorables. Por ultimo, la multiplicacion clonal puede
propagar involuntariamente enfermedades de infeccién sistémica e
inclusive plagas, a la siguiente generacion. Las enfermedades de mayor
consideracion por lo general son virus, pero ademas ciertas bacterias y
hongos pueden ser de consideracion. La ocurrencia de estos dos Ultimos
factores es denominado por lo comun, degeneracién del cultivar.

Por lo general, la tasa de multiplicacion en cultivos clonales es
relativamente baja. Esta situacién, asociada a la ocurrencia de
degeneracién mencionada, dificulta la obtencion de material de plantacion
en volumen significativo, encarece el proceso y condiciona la velocidad de
renovacion varietal. Las técnicas de cultivo y propagacion de tejidos in vitro
se adaptan con ventaja a estos cultivos, permitiendo solucionar en parte
estas restricciones. El cultivo de meristemas, ademas permite el
saneamiento de enfermedades de tipo sistémico, en especial virus.
Sistemas mejorados de multiplicacién, como la hidroponia, permiten
aumentar la eficiencia del proceso. Por lo general, es recomendable
complementar esa metodologia con técnicas de selecciébn masal o clonal
preferiblemente para asegurar la identidad genética del material de
plantacién inicial.

El Programa Nacional de Investigacion en Produccion Horticola de
Uruguay, perteneciente a INIA, conduce actividades en mejoramiento
genético de especies clonales en Papa, Batata, Frutilla y Ajo. En esta
contribucién se haré referencia a caracteristicas generales a considerar en
el mejoramiento de estas especies, con especial referencia al cultivo de
Papa, basado en la experiencia recogida.

Caracteristicas genéticas

Los cultivos de propagacion vegetativa por lo general se benefician
de un alto grado de heterocigosis y pueden presentar diferentes niveles de
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ploidia. Esto se traduce en la manifestacion de efectos heteréticos por
interaccién inter e intra alélica. Por tanto, la aptitud diferencial de los
genotipos en trasmitir efectos favorables a sus progenies es de dificil
prediccién. Sin embargo, la propagacién clonal permite mantener entre
generaciones cualquier combinacion genética exitosa, representando una
ventaja para el mejoramiento.

Por lo comun, diferentes progenitores y combinaciones especificas
pueden generar progenies relativamente superiores. Pruebas de progenie
son utiles para determinar la Habilidad Combinatoria General y Especifica
(accién génica aditiva y no aditiva), para diferentes caracteres. Inclusive se
han desarrollado disefios especificos que permiten determinar estos
efectos con rigor estadistico, produciendo ademas estimadores validos de
la heredabilidad de ciertos caracteres, para la poblacion considerada.

En el desarrollo del proceso de seleccion clonal, en particular
durante las primeras generaciones, es posible determinar las progenies
con mejor grado de adaptacion, expresado en mayor porcentaje de
seleccion y rendimiento medio superior. La performance media de un
progenitor, en varias combinaciones o su polinizacién por una mezcla de
individuos, permite extraer conclusiones sobre su aptitud para trasmision
de caracteres favorables. La utilizacion de semillas provenientes de la
polinizacion abierta de diferentes genotipos, es otra alternativa que puede
indicar la aptitud diferencial de los mismos.

Se ha demostrado que la mayoria de los caracteres de interés en
estos cultivos, son de base poligénica, es decir que son regulados por
varios genes, en forma aditiva. Por lo general, estos genes favorables se
encuentran en baja frecuencia. Ademas, el nivel superior de plodia, puede
generar sistemas de herencia mas complejos. Por ejemplo, en la papa
cultivada se ha demostrado la ocurrencia de herencia tetrasémica. Este
tipo de herencia, a diferencia de la disémica, afecta la segregacion de
caracteres de interés. En definitiva, este fendmeno puede reducir la
frecuencia de individuos favorables. Estos factores, en conjunto con la
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caracteristica de multialelelismo, por lo general, dificultan el avance
genético.

Metodologias de seleccién

La técnica de mejoramiento poblacional por seleccién recurrente,
es decir el desarrollo de ciclos sucesivos de seleccion por caracteres de
interés y entrecruzamiento entre individuos selectos, es recomendada para
aumentar la frecuencia en caracteres deseados. Esta metodologia permite
desarrollar poblaciones con mayor adaptacion general y frecuencia
incrementada de caracteres favorables. De esta manera es factible
seleccionar progenitores de buena habilidad combinatoria general, es decir
con mayor frecuencia de individuos deseados, en programas de desarrollo
varietal.

En la implementacion de un programa para desarrollo de
variedades mejoradas, deben considerarse los factores de seleccion.
Obviamente, la probabilidad de éxito dependera del nimero de factores a
considerar. Para desarrollar un nuevo cultivar con probabilidad de
adopcién, éste debera poseer suficiente adaptacion agrondmica y
comercial, superando al menos en algun caracter de importancia a los
cultivares impuestos. En los sistemas de produccion convencional, la
resistencia a enfermedades de interés no seria un factor determinante para
promover el desarrollo de un nuevo cultivar. Sin embargo, en el caso de
sistemas de produccion ecoldgica o productores de escasos recursos, ese
factor puede resultar decisivo.

Cualquier proceso de mejoramiento genético debe considerar la
variabilidad genética disponible, tipo de herencia (de base cualitativa o
cuantitativa) y metodologias para determinar individuos favorables. Los
factores de seleccion deben considerar, caracteristicas de adaptacion a las
condiciones de cultivo, resistencia a enfermedades y caracteristicas de
calidad comercial, aptitud de uso para fresco o procesado, nutricional u
otras que permitan la diferenciacion a nivel de mercado. El nimero de
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factores a considerar, asi como la heredabilidad de los mismos,
determinara el nimero y tamafio de las progenies a seleccionar. Para cada
cultivo, existe un namero indicativo de individuos para seleccion inicial
anualmente, determinado por la probabilidad de éxito y consideraciones
econdémicas o de escala.

Por lo general, programas de mejoramiento genético establecidos,
disponen de germoplasma relativamente adaptado. Por lo tanto existe
cierta probabilidad de éxito para el desarrollo de cultivares mejorados en
un plazo razonable, es decir 6 a 8 afios. Si no se dispone de germoplasma
con cierto grado de adaptacion, la probabilidad de combinar los caracteres
deseados en este tipo de especies, es relativamente baja. En
consecuencia, debe considerarse una etapa inicial para conformar una
poblacion mejorada, en los caracteres de interés. La introduccion y
selecciéon clonal, a partir de progenies segregantes de otros programas
gue cuenten con variabilidad genética favorable, constituye un excelente
punto de partida. Obviamente, el proceso puede desarrollarse con mayor
rapidez si las condiciones agroclimaticas de origen son similares.

El método de mejoramiento por pedigree implica cruzamientos
controlados y registro de performance en progenies individuales. Como se
indicé anteriormente, esta informacidn permite aumentar las probabilidades
de éxito. En estas especies, la primera generacion representa el maximo
de segregacion esperada. La seleccion clonal implica propagar
selectivamente aquellos individuos mas destacados durante varias
generaciones. Tradicionalmente, los caracteres a considerar en las etapas
iniciales son aquellos de mayor heredabilidad, de caracter cualitativo. El
tamizado temprano, en condiciones controladas, para caracteres de facil
expresion, permite reducir rapidamente los individuos a considerar,
acelerando el progreso genético.

En las siguientes generaciones se reduce significativamente el
namero de individuos, aumentando el nimero de plantas por clon, siendo
posible ejercer presion de seleccidn por caracteres cuantitativos. En etapas
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finales, se utilizan parcelas repetidas en disefios estadisticos para eliminar
factores ambientales. La inclusion de varias localidades en esta fase
permite acelerar el proceso. En paralelo pueden realizarse pruebas
comerciales de validacién, en predios de productores para considerar otro
tipo de factores. Recientemente se han desarrollado disefios especiales
para considerar un conjunto de estos ensayos (disefio mama-bebé)
incorporando ademas el punto de vista del productor.

Durante todo el proceso es conveniente estandarizar los
procedimientos, asi como criterios de selecciébn para permitir la
comparacién de resultados entre temporadas de cultivo. El origen y
condicién del material de plantacién deben uniformizarse ademés. Por
Gltimo, debido a la baja tasa de multiplicacion comun en estas especies, es
recomendable iniciar el proceso de produccion de semilla en etapas
anteriores a su eventual registro y liberacién como cultivar comercial. Esta
semilla puede ser utilizada ademas en procesos de validacion y difusion, a
nivel productivo.

Caracteristicas genéticas de la papa

Este cultivo presenta un alto potencial para la produccién de
alimento con calidad nutricional, en corto tiempo y superficie. Es de
destacar que la mayoria de los cultivares comerciales disponibles en
nuestra regién, han sido desarrollados en el Hemisferio Norte. El
mejoramiento genético local puede facilitar la concrecién de esta
oportunidad.

El origen de este cultivo se ha propuesto en la region Andina de
América del Sur. Cultivares primitivos pertenecientes a diferentes especies
son aun cultivadas en esa region. El Grupo Andigena, perteneciente al
género Solanum, de constitucion tetraploide es la de mayor difusion en los
paises andinos (2n=4x=48). Se han sefialado algunas especies silvestres
relacionadas, de ocurrencia comun en la regién, que habrian contribuido
en su desarrollo y adaptacién. Hace varios milenios, el cultivo por parte de
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comunidades primitivas, contribuyd a establecer esta especie, en esa
region. Otro tipo de cultivares primitivos de cierta importancia actual por su
cultivo en esa area, en particular para regiones de baja altitud, pertenecen
al grupo diploide phureja (2n=2x=24).

Este cultivo es particularmente rico en diversidad genética
aprovechable, en la medida que se han descrito mas de 200 especies
silvestres relacionadas, pertenecientes a este género. Las mismas
pertenecen a varios niveles de ploidia, desde diploide hasta hexaploide,
predominando las primeras. Estas especies constituyen un trascendente
reservorio de factores genéticos favorables. También se ha demostrado
que la mayoria de estas especies pueden recombinarse a partir de
cruzamientos con clones cultivados, permitiendo transferir caracteres de
interés.

No obstante, se reconocen algunas barreras pre y post cigoticas
de compatibilidad en cruzamientos interespecificos. Entre estas Ultimas, la
teoria del balance en nimero del endosperma (EBN) asigna un ndmero a
cada especie (1, 2 o 4), a partir de especies modelo. Los grupos
Tuberosum y Andigena han sido asignados con el numero 4. Esta
clasificacion permite conocer por anticipado la probabilidad de éxito de una
combinacién genética particular, entre diferentes especies, independiente
de su nivel de ploidia. La ocurrencia de gametas no reducidas, fenémeno
reconocido en este grupo de especies, facilita la realizacion de
cruzamientos normalmente impedidos por esas barreras. Ademas, se ha
demostrado que este mecanismo de poliploidizacion genética permite
transmitir un mayor grado de heterocigosis que la duplicacién somatica, en
particular si el mecanismo ocurre en la primer fase de divisibn meidtica
(FDR).

Por otra parte, se cita que poblaciones de papa, encontradas en
archipiélagos del sur de Chile, representan divergencia suficiente para ser
denominadas pertenecientes al grupo Tuberosum, de constitucion
tetraploide y herencia tetrasémica también. Las papas de este grupo, a
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diferencia de las del grupo Andigena, presentan adaptacion a baja altitud y
latitudes altas y presentan diferente constitucion genética, en particular a
nivel citoplasmico. Esto demostraria la contribucién de otras especies
silvestres en el desarrollo y evolucién de este grupo. Muestras de ambos
grupos habrian sido llevadas por los europeos durante la conquista,
predominando las del grupo Tuberosum, por mejor rango de adaptacion, a
partir del siglo XIX.

Mejoramiento genético de papa

En Latino América, asi como en el resto del mundo, con la
excepcion del area andina, el germoplasma perteneciente al grupo
Tuberosum presenta mejor adaptacién a condiciones de cultivo. Es decir,
temperatura relativamente alta y mayor duracién del fotoperiodo. Diversos
estudios han sefalado la reducida base genética de la mayoria de los
cultivares comerciales en este grupo, particularmente en el Hemisferio
Norte. El escaso nimero de introducciones originales de ese grupo ha sido
bien documentado.

Por lo general, los cultivares comerciales de ese origen, presentan
ciertos problemas de adaptacién a nuestras condiciones agroclimaticas.
Ademas, requieren una alta incorporacién de insumos para su cultivo
(fertilizantes y agroquimicos) frecuente renovacién de semilla, parcialmente
importada y manejo agronémico 6ptimo, incluyendo riego suplementario.
En consecuencia, para la concrecion de este cultivo se debe incurrir en un
alto costo y se constata una elevada concentracion de su produccion por
parte de un reducido numero de agricultores.

Aspecto destacable de estos cultivares es su calidad comercial, en
aspectos visuales de forma, uniformidad y aspecto externo. Como
desventaja se destaca una baja proporcion de cultivares con aptitud para
procesamiento, aspecto en demanda creciente en la mayoria de las
regiones. Por otra parte, el ciclo vegetativo y la dormancia (periodo que
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demoran en brotar los tubérculos) son relativamente mas largos que lo
deseado.

La mayoria de estos cultivares presentan adaptacion a condiciones
de clima mas moderado (temperatura, intensidad de precipitacién) y en
sistemas de plantacion de un cultivo por afio. En muchas situaciones de
paises de clima subtropical a templado, es comun la realizacién de dos
ciclos de cultivo por afio. En esta situacion, se dificulta la estabilidad de
performance entre épocas de plantacién con caracteristicas agroclimaticas
diferenciales.

Desordenes fisiolégicos también pueden ocurrir con cierta
frecuencia, en particular durante alguna de las épocas de cultivo. Entre las
enfermedades de mayor significacién pueden citarse los tizones y virosis.
Dentro de estos Ultimos, en especial el virus del mosaico o PVY, es de muy
dificil control, obligando a la renovacion anual de semilla para reducir
pérdidas de produccion.

Estos factores son la principal justificacién para encarar procesos
de mejora genética para el desarrollo de cultivares de mayor adaptacion
local. Obviamente, el nimero de caracteres a considerar, la complejidad
de su herencia y la base genética reducida en la mayoria de cultivares
comerciales, dificulta el éxito. En el Cono Sur de América, a excepciéon de
Uruguay, con la implementacion mas reciente, los demas paises
establecieron sus programas de mejora genética a partir de la década del
40, del siglo pasado. En distintas momentos, los diversos programas
lograron imponer algunas variedades desarrolladas localmente. Las
exigencias en calidad comercial y aptitud para algunos destinos
industriales han provocado ciertos retrocesos respecto a variedades del
exterior que comienzan a ser revertidos.

La primer consideracién a realizar implica determinar en qué fase
del proceso es factible desarrollar actividades, dependiendo de los
objetivos planteados asi como las capacidades y recursos disponibles. Una
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primera fase consiste en la introduccién de variedades y clones
avanzados, a partir de otros programas. La introduccién de progenies
segregantes, permite disponer de mayor variabilidad, para ejercer
selecciéon. Posteriormente, podrian establecerse cruzamientos controlados
entre individuos que han demostrado adaptacion y caracteristicas
favorables deseadas.

En cualquier caso interesa acceder a germoplasma variable, con
suficiente diversidad genética que permita un progreso consistente. El
desarrollo de germoplasma con cierto grado de adaptacion a partir de
material con alta diversidad, es denominada pre mejoramiento por lo
general. La primer opcién a recurrir es el germoplasma perteneciente a los
grupos de cultivares primitivos (Andigena, Phureja y otros). Factores de
adaptaciéon agrocliméatica han limitado su contribucién, a pesar de su
probable contribucién en diversos caracteres de interés.

El desarrollo de poblaciones adaptadas a latitudes altas, de ese
germoplasma, manteniendo su variabilidad genética, fue encarado por
parte de algunos programas del Hemisferio Norte. En el caso de Andigena,
este germoplasma se conoce como Neotuberosum. Posteriormente se ha
demostrado la contribucién de este material, favoreciendo la adaptacion,
resistencia a enfermedades y caracteres de calidad. La Universidad de
Cornell en Norteamérica ha contribuido con este desarrollo a numerosos
programas.

La introgresion de caracteres de interés a partir de especies
silvestres citadas anteriormente, también constituye una estrategia factible
de encarar. A principios de 1900 se logr6 considerable progreso,
incorporando factores cualitativos de resistencia al tizén (P. infestans) a
partir de la especie S. demissum. Posteriormente se logré incorporar otras
resistencias, a partir de diversas especies. Mediante sucesivas retrocruzas
se lograba reducir la contribucion de caracteres desfavorables. En
particular el Instituto Max Planck en Alemania, asi como otros programas,
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a partir de mediados del siglo pasado han incorporado algunos factores de
resistencia, a partir de estas especies.

Algunos clones de ese instituto aleman (MPI) introducidos en la
regién a principios de 1970, constituyeron posteriormente la base de un
germoplasma de alto valor para los programas de Argentina y Chile.
Posteriormente por intermedio del Centro Internacional de la Papa, han
permitido desarrollar numerosas variedades con importante adaptacion, en
diversas regiones.

Mas recientemente se ha comprobado la contribucion de estas
especies asi como las del grupo Neotuberosum y Phureja para ampliar la
base de adaptacién en este cultivo, mejorando su productividad y
estabilidad de performance. Una contribucién significativa al respecto ha
sido el programa de mejoramiento poblacional impulsado por el Centro
Internacional de la Papa, a partir de su creacion en la década del 70.

Una metodologia utilizada para incorporar germoplasma silvestre
al cultivado, consiste en la obtencion de haploides (2n=2x=24) del grupo
Tuberosum. Otro esquema factible ha sido la utilizacion de especies
puente, del grupo Phureja por ejemplo. Este proceso fue liderado en su
momento por la Universidad de Wisconsin, sede del Banco de
Germoplasma de especies silvestres, mas diverso. A partir de estos
desarrollos y considerando la menor complejidad de la herencia a nivel
diploide, se ha postulado la conveniencia de desarrollar poblaciones de
mejoramiento a este nivel. La utilizacion del mecanismo citado de gametas
no reducidas, permite posteriormente recuperar el nivel tetraploide
deseado para el desarrollo de cultivares comerciales.

En forma complementaria, el Centro Internacional de la Papa,
constituye el principal reservorio de variedades primitivas cultivadas, de los
diferentes grupos, en particular Andigena. Diversas poblaciones de
mejoramiento, en particular para resistencia a virus y tizones, asi como
para adaptacion a calor han sido desarrolladas por ese Centro, a partir de
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ese germoplasma y de programas en diversos paises. Cierta limitacion con
germoplasma de ese origen es su limitada adaptacién a fotoperiodo largo y
ciertas caracteristicas deficitarias en calidad comercial.

Progenies segregantes de ese origen constituyen la base de
nuestro programa de mejoramiento en el cultivo, a partir de la década del
80. Inicialmente se aplicd seleccion para adaptacion y resistencia a virus y
tizones, mediante exposiciones controladas. A continuacion se implemento
un esquema de cruzamientos y seleccién convencional para combinar este
germoplasma, logrando desarrollar algunas variedades locales, a partir de
la década siguiente.

En base a requerimientos de adaptacion diferentes, estos
cruzamientos se conducen a nivel de dos poblaciones, para el desarrollo
de variedades adaptadas a la region sur y norte del pais. La conduccion de
los cruzamientos se realiza entre temporadas de cultivo para acelerar el
proceso, preferiblemente en estructuras protegidas. La prolongacion
artificial del fotoperiodo y regulacién de temperatura nocturna promueven
una mayor floracién, facilitando los cruzamientos deseados.

Anualmente se someten a seleccion inicial un total de 40 a 50.000
individuos, que representa un compromiso entre probabilidad de éxito y
recursos disponibles. El porcentaje de seleccion en esta etapa es inferior al
5%. En las generaciones siguientes se utilizan sucesivamente alrededor de
6, 12 y 20 plantas. A medida que progresan las etapas, se alcanzan
porcentajes de seleccion superiores, aproximadamente 20 a 30%. En
todas etapas se utiliza un reducido numero de aplicaciones, con productos
de contacto solamente para favorecer la expresion de susceptibilidad a
tizones y virosis. Los clones avanzados son testados por serologia para los
principales virus, en particular PVY, PVX, PLRV y PVS para comprobar
lecturas visuales.

En etapa reciente se demostr6 mediante la validacion de
marcadores moleculares la existencia en nuestro germoplasma del factor

346 Santa Maria, RS, 26 e 27 de maio de 2011. 349 p.



- ®_Simpdsio de Melhoramento e
L/ Propagacdo Vegetativa de Plantas

para inmunidad a PVY (Ry.y), de caracter monogénico dominante,
proveniente seguramente de la poblacién Neotuberosum. Al presente se
ha incorporado esta determinacion en forma rutinaria para la seleccion de
progenitores que poseen esta caracteristica deseada.

En esta década se ha iniciado un proceso de pre mejora para la
incorporacion de factores de adaptacion, a partir de la especie endémica
local S. commersonii. En particular se enfatiza en resistencia a marchitez
bacteriana, a partir de la comprobacién de su existencia en esta especie.
Se espera ademas contribuir con otras factores de adaptacion, citados
para esta especie (temperaturas extremas, sequia).

La metodologia involucroé la utilizacion de gametas no reducidas y
clones del grupo Phureja como especie puente, porque esta especie
pertenece al grupo EBN 1. En una segunda etapa y nuevamente mediante
la ocurrencia de gametas 2n se logré incorporar este hibrido al
germoplasma de Tuberosum. Esta secuencia se demostro a nivel
molecular, con la contribucién doble de alelos de la especie cmm,
mediante gametas 2n. Algunos de estos hibridos, adn conservan
resistencia importante a la marchitez bacteriana. Actualmente se cuenta
con clones selectos correspondientes a la primer retrocruza con
variedades del grupo Tuberosum. La tuberizacion y productividad se han
incrementado significativamente, respecto a la especie silvestre. Se
postula aplicar un proceso de seleccion recurrente para mejorar la
adaptacion de este germoplasma, sin perder factores de interés en el
proceso.

Consideraciones finales

Se constata un rapido desarrollo de diversas metodologias en
varias disciplinas asociadas, en particular técnicas moleculares. Estas
técnicas podran contribuir en mayor grado, en la medida que
recientemente se ha logrado conocer el genoma del cultivo de papa.
Técnicas en patologia y en tecnologia de alimentos también permitirian
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mejorar la eficiencia del proceso de seleccion. La colaboracién con
diferentes especialidades e instituciones podra contribuir en este proceso.

Las especies de propagacion vegetativa presentan caracteristicas
genéticas diferenciales que deben considerarse en la implementacion de
programas de mejoramiento. Ademas, el material de plantacion requiere
manejo especifico para facilitar el proceso de seleccién y acelerar el
desarrollo de variedades. Nuevas tecnologias estan disponibles para
facilitar el proceso.

Considerando las condiciones de produccion y la disponibilidad de
variabilidad, existen oportunidades de mejora genética, para nuestras
condiciones, particularmente en el cultivo de papa. La utilizacion de
germoplasma diverso, en particular especies silvestres de la region
permitiran ampliar la base genética del cultivo. La poliploidizacién por
gametas no reducidas permite incorporar la mayor parte de la variabilidad
genética de estas especies.

Diversos factores de adaptacion limitan la utilizacion de
germoplasma valioso en este cultivo. Debido estas caracteristicas
genéticas y diversidad de requerimientos para el desarrollo de variedades
competitivas, es imprescindible desarrollar germoplasma de buena
adaptacion a las condiciones locales. El mejoramiento de poblaciones por
seleccion recurrente constituye una herramienta apropiada para desarrollar
germoplasma con suficiente adaptacién y variabilidad genética para
caracteres de interés.

La cooperacion entre programas e instituciones de la region
permitird consolidar los avances logrados. Diversas instancias
colaborativas han permitido fortalecer nuestros programas. Actualmente se
puede citar la red colaborativa iberoamericana LatinPapa
(https://research.cip.cgiar.org/confluence/display/redlatinpapa).
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