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MICROPROPAGAGCAO DE PEQUIZEIRO (Caryocar brasiliense Camb.)!
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RESUMO - Por apresentar dorméncia em suas sementes, a propagacdo do pequizeiro necessita de estudos para a obtencdo de mudas por via
assexuada. Este trabal ho teve como objetivo contribuir parao estabel ecimento de um protocol o de micropropagacéo de pequizeiro. Parainducéo
de brotacGes, os explantes foram inoculados em meio WPM com diferentes concentragcBes de BAP e ANA. Paraainducdo de raizes, brotactes
obtidas in vitro foram transferidas para meio WPM suplementado com diferentes concentracBes de AIB e na presenca ou auséncia de carvéo
ativado. As plantas obtidas foram transferidas para sacos de polietileno contendo o substrato, cobertas com uma garrafatipo pet paraauxiliar no
processo de aclimatizagdo. O melhor tratamento para ainducgdo de brotagdes foi aguel e que utilizou 0,05mg Lt de ANA combinado com 0,75mg
L-* de BAP, obtendo-se umamédiade 6 brotacbes por explante, induzindo mai or nimero de gemas por explante (17,4), 0 que proporcionou amaior
taxade multiplicacdo (8,7). A utilizac8o de 3mg L de AIB proporcionou ainducdo de raizes em 100% dos explantes, gerando um nimero médio
de 12,87 raizes por brotag&o. Asraizes desenvolvidas no meio de cultivo contendo carvo ativado foram maiores (33,16 mm), com maior nimero
de raizes secundarias (19,53) e com maior taxa de sobrevivéncia nafase de aclimatizagéo.

Termos paraindexagdo: 6-benzilaminopurina, organogénese, acido indolbutirico, aclimatizacdo, fitorreguladores, meios de cultura

MICROPROPAGATION OF “PEQUIZEIRO” (Caryocar brasiliense Camb.)

ABSTRACT - Duethe presence of seed dormancy, the propagation of Caryocar brasiliense requires studies in order to obtain young asexually
plants. This work had as objective contribute to the establishment of a*“pequizeiro” micropropagation protocol. For shoot induction, explants
were inoculated in WPM medium with different concentrations and interactions of BAP and NAA. For rooting induction, shoots obtained in
vitro were transferred to WPM medium supplemented with different concentrations of IBA in the presence or absence of activated charcoal. The
best treatment for shoot induction was the use of 0,05mg Lt ANA + 0,75mg L* BAP, which produced an average of 6 shoots/explant (17,4)
providing the highest rate of multiplication (8,7). Theuseof 3mg L* IBA promoted root inductionin all explants generating average of 12,87 roots
per explant. Roots developed in the presence of activated charcoal presenting higher length (33,16 mm) and higher number of secondary roots

(1953).

I ndex ter ms: 6-benzylaminopurine, organogenesis, indolbutiric acid, acclimatization, phytorregulator, culture media.

INTRODUCAO

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) € uma espécie
do cerrado que vem se destacando pelo alto potencial econémico;
porém, encontra-se em risco de exting&o devido adestrui¢ao em ritmo
acelerado das vegetagOes nativas, pel o avanco dasfronteiras agricolas
e pelo extrativismo de seus frutos. Segundo Melo (1987), como a
espécie tem sido utilizada em programas de revegetacdo de éreas
degradadas e como fonte geradora de renda, torna-se necesséria a
producdo continua e em larga escala de mudas. Entretanto, por
apresentar dorméncia em suas sementes, estudos devem ser
desenvolvidos primeiramente acerca da obtencdo de mudas por via
assexuada.

Assim, o cultivo in vitro é uma ferramenta Gtil para a
propagacdo do pequizeiro, podendo favorecer a formagdo de mudas
em gquantidade suficiente para atender a demanda do mercado,
contribuindo para a rgpida recomposi¢ao de popul agBes degradadas
pelo extrativismo.

Das citocininas comercialmente disponiveis, o 6-
benzilaminopurina (BAP) é o regulador de crescimento que, em geral,
apresenta melhores resultadosin vitro para promover amultiplicacéo
de diversas espécies, sendo utilizado em aproximadamente 60% dos
meios. As auxinas mais utilizadas sdo o acido indolbutirico (AIB), o
acido naftalenoacético (ANA) eo &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-
D). As duas primeiras séo, geralmente, utilizadas na fase de

enraizamento, e aUltima, nainducdo de cal os e embriogénese somética
(Grattapaglia& Machado, 1998).

Além dos reguladores de crescimento, alguns compostos
podem ser adicionados ao meio de cultivo para auxiliar aindugéo da
rizogénese. O carvéo ativado tem sido relacionado com aindugéo de
raizes, provavelmente por criar uma condi¢do de escuro, na qual as
raizes normal mente se desenvolvem (Gomes, 1999).

Apbds o enraizamento, as plantas devem ser aclimatizadas,
onde desenvolverdo caracteristicas que permitam sua sobrevivéncia
no novo ambiente, caracterizado pela alta luminosidade e baixa
umidade. A aclimatizag&o envolve o transplantio da plantadacondic¢ao
in vitro para a casa de vegetacdo, sendo considerada uma fase critica
do processo de micropropagagao, sendo limitante namicropropagacéo
de muitas espécies (Grattapaglia & Machado, 1998).

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito do 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA) sobre a
inducdo de brotagdes do pequizeiro e do &cido indolbutirico (AIB) e
carvao ativado sobre a rizogénese in vitro das plantas obtidas, bem
como o efeito residual desses tratamentos sobre a taxa de
sobrevivéncia das plantas durante o periodo de aclimatizagéo.

MATERIAL E METODOS

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (23 x
137mm) contendo 15 mL de meio, sendo o pH do meio de cultivo
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gjustado para 5,8 e, posteriormente, autoclavado a 121° C e 1,0 atm,
por 20 minutos. Apés ainoculagdo, os tubos foram mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperaturade 25+1°C,
com irradiancia de fétons de 36pumol m2s?,

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 15 repeticdes, sendo cada repeticdo formadapor um
tubo de ensaio, com um explante. Foi realizado o teste de probabilidade
Scott-Knott, considerando significancia de 5%. Apenas no
experimento com carvéo ativado foram utilizadas 20 repeticoes.

Influénciado BAP nainducédo de br otagbes em segmentos
nodaisdepequizeiro

Segmentos nodais com aproximadamente 1,0 cm,
provenientes de plantas de pequi zeiro obtidas por meio de germinagdo
de sementesin vitro, foram utilizados como explantes. Paraainducéo
de brotagdes, os explantes foram inoculados em meio WPM (Lloyd &
McCown, 1980), acrescido de 800mg L * de PV P (polivinilpirrolidona),
30g L desacarose, 7g L de &gar e diferentes concentragdes de BAP
(0,0, 0,25;0,5;0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75e2,0mg L%).

Aos 40 dias de cultivo, foram avaliados o numero de
brotacBes, o nimero de folhas, 0 nimero de gemas por explante, a
taxa de multiplicacdo e a altura da maior brotacdo. A taxa de
multiplicag8o foi determinada dividindo-se o nimero de gemas por
explante, obtido aos40 dias, pelo nimeroinicial degemasdo explante,
segundo metodol ogia descrita por Erig & Schuch (2002).

Efeitosdainteracdo BAPeANA nainducéo debrotacbesem
explantesdepequizeiro

Paraverificar o efeito dainteragdo entre BAPeANA, omeio
decultivoWPM foi acrescidode 7g L de égar, 800mg L de PVP, 30g
L-* de sacarose e diferentes concentragtes de BAP (0; 0,25; 0,5; 0,75;
1,0mgLt) eANA (0; 0,05; 0,1mgL 1), eas suas possiveis combinagoes,
totalizando 15 tratamentos.

Aos 40 diasde cultivo, foram avaliadas as mesmas varidvels
descritas anteriormente.

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotaces em
explantesdepequizeiro

Para o estudo da induc&o de raizes, brotacdes com
aproximadamente 35mm de comprimento, provenientes do cultivoin
vitro de segmentos caulinares, foram utilizadas como explantes. As
brotacBes foram transferidas em camara de fluxo laminar para tubos
deensaio (23 x 137mm) contendo 15ml de meio WPM, suplementado
com 30g L desacarose, 7 g L de agar e diferentes concentragdes de
AIB (0; 1,0; 1,5; 3,0; 4,5 e 5mg L ). Apds 60 dias de cultivo, foram
avaliados quanto ao nimero de raizes, comprimento da maior raiz
(mm) e ndmeros de raizes secundérias.

Efeito do carvéo ativado naindugdo deraizesin vitro em
explantesdepequizeiro

Para se verificar o efeito do carvéo ativado na inducdo de
raizes, brotacBes com aproximadamente 35 mm de comprimento
provenientes do cultivo in vitro de segmentos caulinares foram
utilizadas como explantes. As brotacBesforam transferidasem camara
defluxo laminar paratubos de ensaio (23 x 137mm) contendo 15ml de
meio WPM, suplementado com 30g L de sacarose, 7g L* de &gar e
3,0mg L de AIB. Avaliou-se o efeito da presenca ou ndo de carvéo
ativado (4g L*). Aos 60 dias de cultivo, avaliaram-se 0 nimero de
raizes, o comprimento da maior raiz (mm) e os nimeros de raizes
secundarias.

Efeitoresidual do carvao ativado sobrea aclimatizacéo das
plantasem explantesde pequizeiro

Plantas enraizadas in vitro, na presenca (4g L) e auséncia
de carvéo ativado, e em meio WPM suplementado com 30g L de
sacarose e 3,0mg L* deAlB, foram utilizadas como material vegetal.

As plantas foram transferidas para sacos de polietileno (577
cm?) contendo o substrato composto por terrade subsolo, areialavada
eesterco (2:1:1), oqual foi previamente autoclavado aumatemperatura
de 120 °C e 1,0 atm, por 30 minutos. Em seguida, as plantas foram
cobertas com umagarrafatipo pet com tampa e colocadas sobre caixa
tipo gerbox contendo agua destilada paramanter aumidade semel hante
aencontradanas condi¢Besin vitro, emantidas em salade aclimatizagéo
com 12 h deluz eirradianciade fétons de 60pmol m2s?,

Durante o periodo de aclimatizagdo, a tampa da garrafa pet
foi aberta gradativamente, até a total remocdo aos 20 dias apds o
transplantio. A cobertura plésticafoi totalmente retirada com 30 dias,
guando se considerou a plantatotal mente aclimatizada. Ao final deste
periodo, observou-se a porcentagem de plantas vivas em funcdo dos
tratamentos aos quais as plantas foram submetidas na fase de
enraizamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducdodebrotacles

Apesar de os resultados néo terem sido significativos paraa
utilizacdo do BAP isoladamente, observa-se que, para o nimero de
brotacfes, os tratamentos que se destacaram, foram aqueles com a
utilizagdo de 0,5; 0,75 e, sobretudo, 1,0mg L-*de BAP, possibilitando a
obten¢do de 0,67; 0,53 € 0,93 brotactes por explante, respectivamente.
Concentracfes superiores a 1,0mg L ocasionaram queda brusca na
inducéo de brotagdes.

Na inducdo de brotagdes em segmentos nodais de salix
(Salyx humbol dtiana Willd.), em fungéo da utilizacgo do BAP, Santos
(2001) também obteve maior nimero de brotacbes ao utilizar Img L
de BAP. Para o pessegueiro (Prunus ssp.), ainducéo de brotagdes in
vitro foi mais eficiente ao se inocularem segmentos nodais em meio
de cultivo suplementado com 0,5mg L deBAP(Silvaet a., 2003). As
pequenas variagdes has respostas obtidas decorrem, certamente, do
balanco interno de cada planta, bem como da competéncia de cada
tipo de explante para desenvolver a resposta morfogenética.

TABEL A 1 - NUmero de brotagBes de peguizeiro em funcdo dainteragéo
BAPXxANA. Lavras, UFLA, 2004.

1 ANA (mgL™)

BAP (mg L) 0,00 0,05 0,10
0,00 0,0 bA 0,0 dA 0,0 DA
0,25 0,3 bB 2,1 cA 1,5aA
0,50 0,4 bA 0,7 dA 0,3 bA
0,75 2,8 aC 6,0 aA 1,3 aC
1,00 1,1 bB 3,1 bA 0,0 bC

CV. (%) 75.56

* M édi as seguidas pelamesmal etraminusculanacolunae mailsculanalinha
ndo diferem entre s, de acordo com o teste Scott-K nott, a5% de probabilidade.

TABELA 2 - Comprimento de brotagdes de pequizeiro em fungdo da
interagd0 BAPX ANA. Lavras, UFLA, 2004.

1 ANA (mgL™)

BAP (mg L) 0,00 0,05 0,10
0,00 0,0 bA 0,0 bA 0,0 bA
0,25 3,0 bB 9,9 aA 7.9 aA
0,50 3,7bA 6,1 aA 3,2bA
0,75 9,5 aA 8,7 aA 7.1 aA
1,00 5,1 bB 11,5 aA 0,0 bC

C.V. (%) 86,44

* M édi as seguidas pelamesmaletraminusculanacolunae mailsculanalinha
ndo diferem entre si, de acordo com o teste Scott-K nott, a5% de probabilidade.

Paraainteracdo de ANA e BAP, houve efeito extremamente
significativo para nimero de brotos, comprimento, nimero de gemas
etaxademultiplicacdo (Tabelas 1; 2; 3e4).

O melhor tratamento para ainducéo de brotacBes foi aquele
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TABEL A 3 - NUmero de gemas em brotacfes de pequizeiro em funcéo

dainteracdo BAPX ANA. Lavras, UFLA, 2004.

F ANA (mgL™)

BAP (mg L7) 0,00 0,05 0,10
0,00 0,0 bA 0,0 dA 0,0 bA
0,25 1.4 bB 6,0 bA 4,0 aA
0,50 1,4 bA 2,8 cA 12 bA
0,75 8,4 aB 17,4 aA 5,0 aC
1,00 3.2 bB 7.4 bA 0,0 bC

C.V. (%) 76,03

* Médias seguidas pelamesmaletraminisculanacolunae maitsculanalinha
nao diferem entre s, deacordo com o teste Scott-Knott, a5% de probabilidade.

TABELA 4 - Taxa de multiplicacgo de explantes de pequizeiro em
funcdo dainteracdo BAPX ANA. Lavras, UFLA, 2004.

1 ANA (mg L)

BAP (mg L) 0,00 0,05 0,10
0,00 0,0 bA 0,0 dA 0,0 bA
0,25 0,7 bB 3,0 bA 2,0 aA
0,50 0,7 bA 1.4 cA 0,6 bA
0,75 42 aB 8,7 aA 2,5aC
1,00 1,6 bB 3,7bA 0,0 bC

C.V. (%) 76,03

* M édias seguidas pelamesmaletraminutsculanacolunae mailsculanalinha
ndo diferem entre s, deacordo com o teste Scott-K nott, a5% de probabilidade.

que utilizou 0,05mg L de ANA combinado com 0,75mg L de BAP,
obtendo-se umamédia de 6 brotagdes por explante, induzindo maior
comprimento (8,7 cm) e nimero de gemas por explante (17,4), o que
proporcionou a maior taxa de multiplicagéo (8,7). A maior taxa de
multiplicacdo possibilitara maior velocidade no processo de
micropropagacdo, reduzindo a necessidade de constantes
estabelecimentos de novas culturas.

Estes resultados sdo corroborados por Ramirez-Malagon et
a. (2001), que obtiveram um aumento no ndmero de brotacdes de
Spathiphyllum floribundum L. com a utilizagdo combinadade BAP e
ANA, com predominio do primeiro.

Resultados favoraveis para a utilizagdo de BAP e ANA, em
baixas concentragdes, também foram observados por Bem-Jaacov &
Dax (1981), quando induziram brotacdes in vitro de Grevillea
rosmarinifolia. Santana (2003) relata que 0 sinergismo entre auxinas
e citocininas é critico para o controle da morfogénese in vitro e que
concentracbes mais elevadas de citocininas em relagdo as auxinas
induzem, predominantemente, a formacdo de gemas, o que foi
confirmado por este trabalho.

Enraizamentoin vitro dasbr otagtes

Segundo andlise de regresséo, verificou-se efeito
significativo para as trés variaveis analisadas.

A utilizagdo de 3mg L de AIB gerou um nimero médio de
12,87 raizes por brotagdo. Parao comprimento damaior raizeo nimero
de raizes secundérias, também foi verificado um aumento de acordo
com o aumento da concentracdo de AlB no meio, até a concentracao
de 3mg L, apresentando nesta concentracdo valores de 11,07 mm e
de 2,0 deraizes, respectivamente (Figura 1).

Osresultados demonstraram que ndo houveindugdo deraizes
em brotacBes de pequizeiro naausénciade Al B, e que este regulador
€ essencia neste processo de inducéo de raizes em brotagdes de
pequizeiro. Resultado semelhante foi relatado por Pio et al. (2002) ao
obter enraizamento de brotacfes de Tangerina sunki x Trifoliata
english utilizando 6mg L* deAlB.

ConcentragOes superiores provocaram a queda na inducéo
deraizes, chegando atotal inibi¢do quando foram utilizadas 5mg L
desseregulador. A auxinaéimportante nasfasesiniciaisdarizogénese
(inducdo e iniciagdo), entretanto pode ser inibitdria na dltima fase

14- y = -1,0575x%+ 5,6792x - 1,9293 12
R? = 0,3436 S
121 y = -1,3079x%+ 7,1124x - 2,1157 | 10F
2
104 y = -0,2852% + 1,4753x - 0,3425 RT=00681 . %
0 R?=0,6799 _ 1° s
8 8 - o~ ~ ©
'® 7 e N 16 9
o 6 d a 2
1 4 E
4 g
21 t2 §
Les==EToEE - o -.? \ o
0e _— : : £ - 0
0 1 2 3 4 5
AIB (mg L™

¢ N° de raizes A N° raizes secundarias ® Comprimento da raiz
FIGURA 1- NUmero deraizes, comprimento damaior raizenimero de
raizes secundarias em funcéo das concentragBes de AIB
utilizadas no enraizamento de brotacfes de pequizeiro.
Lavras, UFLA, 2004.

(elongagdo) (Grattapaglia& Machado, 1998).

Comportamento semelhante ao encontrado para a
porcentagem de inducdo de raizes nas brotagdes foi obtido para o
ndmero de raizes, comprimento da maior raiz e nimero de raizes
secundérias.

Com relagcdo ao experimento com carvéo ativado,
considerando o nivel de significancia fixado em 5%, os resultados
diferiram entre si para as trés varidveis analisadas. Houve 100% de
formag&o de raizes nas brotagGes inoculadas em meio de cultura
contendo carvao ativado e nos meios sem carvéo ativado, entretanto
todas as brotacdes desenvolvidas na auséncia de carvéo ativado
apresentaram formag&o de cal os em sua base, o que pode interromper
aligacdo vascular entre asraizes e abrotacao, dificultando umafutura
aclimatizacdo. Santos (2001) também observou que brotactes de salix
(Salyx humboldtiana Willd.) desenvolvem calos na base da brotagéo
guando estas sdo inoculadas em meio sem carvéo ativado.

O maior nimero de raizes foi obtido na auséncia de carvao
ativado (18 raizes por brotagéo), em relacdo a presenca de carvéo
ativado (7,95 raizes por explante). Entretanto, asraizes desenvolvidas
no meio de cultivo contendo carvéo ativado foram maiores (33,16 mm)
€com maior nimero de raizes secundarias (19,53). Menor quantidade
deraizes secundérias pode af etar 0 processo de aclimatizacéo (Deberg
& Maene,1984), devido a falta de raizes adventicias e pélos
absorventes, resultando em menor potencial para absorcéo de
nutrientes e, consequientemente, de crescimento de brotaces.

Segundo Pasqual et al. (2000), dentre osreguladores, o &cido
indolbutirico (AIB) tem sido o mais utilizado para induzir o
enraizamento de brotos.

Gomes (1999) relata que o carvéo ativado é um dos
compostos mais utilizados para auxiliar a rizogénese in vitro, por
possuir a capacidade de fixar auxinas e reter fendis, sendo, de forma
geral, benéfico por promover o alongamento das raizes.

Aclimatizacdo deplantas
As plantas provenientes do cultivo in vitro em meio WPM
acrescido com 4g L de carvéo ativado apresentaram, no fina da
aclimatizagcdo, maiores propor¢des de plantas vivas em relagéo as
plantas provenientes do meio de cultivo com auséncia de carvéo
ativado, embora o aspecto das plantas sobreviventes, provenientes
dos dois tratamentos, tenham sido semelhantes.
Estes resultados confirmam os obtidos por Santos
(2001), quando obteve 90% de sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizacdo, trabalhando com plantas de Salyx humboldtiana
enraizadas em meio WPM acrescidos de 4g L* de carvéo ativado, e
Santana (2003), no enraizamento in vitro de Annona glabra, obtendo
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100 % de sobrevivénciadas plantas enrai zadas em meio com 2g L *de
carvao ativado.

CONCLUSOES

1. A presenca de BAP no meio de cultivo é essencia paraa
inducdo de brotagdes em segmentos nodais de pequizeiro.

2. A combinagdo de BAP e ANA, favoravel ao primeiro,
possibilita maior taxa de inducdo e desenvolvimento das brotagcdes
de pequizeiro.

3. O uso de AIB, na concentragdo de 3,0mg L™ e carvéo
ativado, favorece a inducéo e o desenvolvimento de raizes em
brotacBes de pequizeiro.

4. A utilizag8o de carvao ativado no meio de culturapossibilita
maior taxa de sobrevivéncia em plantas de pequizeiro durante a fase
deaclimatizaco.

5. Para a micropropagacdo de explantes de pequizeiro,
recomenda-se aadicdo de 0,75 mg L*de BAP+ 0,05 ANA mg L na
fasedemultiplicagdio e3,0mgL*AIB +4,0g L™ de carvo ativado na
fase de enrai zamento ao meio WPM modificado.
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