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RESUMO

O Inga vera Will subsp. affinis (DC). T.D. Penn. & uma espécie frutifera nativa do Cerrado, importante na recuperacéo de
matas ciliares degradadas. Entretanto, apresenta sua propagacéo dificultada pelo fato de suas sementes serem recalcitrantes, ou sgja,
néo tolerarem a perda de dgua. O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos da germinac&o ex vitro ein vitro de ingazeiro. Para tanto,
foram avaliados os efeitos de diferentes substratos: areia, Plantmax® e Areia+ Plantmax®; diferentes concentragdes de sais: WPM,
WPM/2, MS e MS/2, e diferentes concentragles de GA, (0, 5, 10, 17 e 20 uM) no meio de cultura. Observou-se que, na germinacao
ex vitro, o substrato Plantmax® proporcionou maior porcentagem de germinagéo (82%). Com relacdo a germinagdo in vitro, amaior
percentagem de germinagéo foi obtida utilizando-se meio de cultura WPM/2 (96%). A adicéo de GA ,no meio de cultura ndo foi
estatisticamente significativa, no entanto, a concentragdo de 20 uM de GA, proporcionou um aumento na germinabilidade de
sementes de ingazeiro.

Termos para indexagdo: Espécies frutiferas, substratos, meios de cultura, GA..

ABSTRACT

The Inga vera Will subsp. affinis (DC). T.D. Penn. isfruit native specie from cerrado, commonly for recovering devastated
areas. However, its propagation is complicated due to the fact that the seeds are recalcitrant and does not support water loss. The
objective of thiswork was to study Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. ex vitro and in vitro germination aspects. For
this purpose, different substrates: sand, Plantmax® and sand+ Plantmax®; different salt concentrations: WPM, WPM/2, MSand MY/
2, and different GA ,concentrations (0, 5, 10, 17 and 20 uM) were evaluated. The results showed that, in the ex vitro germination, the
use of Plantmax® provided the highest germination percentage (82%). Regarding the in vitro germination, highest percentage was
observed using WPM/2 (96%). The addition of GA ,was not statistically significant although the concentration of 20 uM promoted
an increase in the germination of Inga vera seeds.

Index terms: Fruity trees, micropropagation, BAP, NAA.

(Recebido em 5 de setembro de 2006 e aprovado em 8 de dezembro de 2006)

INTRODUCAO

O Inga veraWill subsp. affinis (DC). T.D. Penn. &
uma espécie frutifera nativa do Cerrado, importante na
recuperacdo de matas ciliares degradadas. No entanto,
apresenta sua propagacdo dificultada pelo fato de suas
sementes serem recalcitrantes, ou sgja, ndo tolerarem a
perda de agua.

Segundo Maniz-Meléndez (1978), as sementes de
ingazeiro sdo viviparas, a radicula comega seu crescimento

‘Parte da Dissertacdo de Mestrado da primeira autora

antes da abertura do fruto, quando esse ainda esta ligado
aplanta-méae g, ao cair sobre 0 solo, o fruto se decompde e
as sementes continuam Seus Processos germinativos. A
viviparidade pode estar relacionada com o elevado teor de
agua apbs a maturacdo das sementes €/ou com a baixa
concentracdo de substancias inibidoras presentes no fruto
e ou napropriasemente (CHIN et al., 1989).

O ingazeiro floresce durante os meses de agosto e
novembro e a maturacdo dos frutos se da de dezembro a
fevereiro (LORENZI, 2000). Assim, a curtalongevidade das
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sementes de ingazeiro restringe sua utilizagdo, pois a
semeadura deve ser redlizada logo ap6s a extracdo dos
frutos (STUBSGAARD, 1990). Conseqiientemente,
inviabiliza-se a instalacéo de viveiros sob condi¢des
climédticas favordveis a germinagéo e ao desenvolvimento
das mudas, causando desuniformidade na produgéo e, além
disso, limita a oferta de mudas em determinadas épocas do
ano ou, ainda, torna-as disponiveis em épocas
inadequadas ao plantio. A ocorréncia de adversidades
ambientais entre a formag&o e a colheita dos frutos, tais
como geadas, estiagens e problemas fitossanitarios, pode
provocar a diminui¢do na oferta de mudas, em virtude das
dificuldades de manutencdo de estoques de sementes
(FONSECA & FREIRE, 2003).

Pela impossibilidade de formagdo de mudas em
épocas distintas das que sdo produzidas as sementes em
seu habitat, também fica inviabilizada a sua inclusdo nos
programas voltados a recuperacdo de areas nativas
degradadas (BARBEDO, 1997). Neste contexto, a
multiplicacéo assexua é a melhor op¢do para superar 0s
problemas com a propagacdo por meio de sementes
(HARTMANN & KESTER, 1976).

A conservagdo in vitro, seja em condicdes de
crescimento lento ou criopreservacdo de eixos embrionarios
isolados, ou de suas partes, € 0 método mais promissor
para a conservacao a médio e longo prazo, respectivamente
(FAIAD et al., 1998). Desse modo, Gomes (2003) afirma
gue condicfes ambientai s apropriadas para 0 processo de
germinacao podem ser fornecidas em laboratdrios por meio
damultiplicagdo in vitro.

Assim, estudos de meios de cultura que favorecam
a germinacdo in vitro de espécies recalcitrantes sao
importantes, tanto para maximizar a taxa de germinagdo
como para obter plantulas uniformes com qualidade
genética e fitossanitéaria adequada.

O suprimento adequado em &gua, composi¢ao de
gases e temperatura convenientes, assim como aluz, sdo
requisitos fundamentai s para a germinacdo. Por outro lado,
Mayer & Poljakoff-Mayber (1989) afirmam que fatores
como composi¢ao quimica e balango hormonal influenciam
Nno processo germinativo. Melo et al. (1979) apontam que o
tratamento de sementes com giberelinas pode promover a
germinacao.

O efeito de giberelinas como regulador de
crescimento desencadeador do processo de germinac&o
vem sendo comprovado em diversas espécies. Sua atuacao
como indutor datranscri¢éo de diversas hidrolases permite
amobilizacdo de reservas a serem utilizadas pelo embri&o
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Sendo assim, sementes que
possuem uma concentracdo relativa de giberelina baixa,

quando tratadas com acido giberélico (GA,) na
concentragdo adequada, teriam uma germinagdo mais
homogénea e em maior quantidade. Segundo Kochaba et
al. (1974), apresenca de &cido giberélico no meio de cultura
proporciona ainiciacdo de uma zona meristemética radicul ar
ou estimula o desenvolvimento de uma zona radicular
existente.

A presenca de uma concentragdo maior ou menor
de sais, ou outros compostos osmoticamente ativos,
no meio de germinac&o, de acordo com aespécie e com
0 potencial osmético de suas sementes, podera ser o
fator responsavel pela adequada hidratagdo destas.
Consequentemente, podera viabilizar ou inviabilizar a
ocorréncia do processo germinativo, a partir de uma
embebicdo adequada ou ndo (DODD & DONOVAN,
1999).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar
aspectos da germinagdo in vitro e ex vitro de Inga vera
Will subsp. affinis (DC). T.D. Penn.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Frutos maduros de ingazeiro foram coletados de
populagBes naturais da localidade denominada cachoeira
da Fumaga (21°29°15"S / 44°38°33" O), pertencente ao
municipio de Carrancas, MG.

Germinagao ex vitro
Efeito de diferentes substratos

ApGs aretirada manual do tegumento, as sementes
foram acondicionadas em gerbox, contendo trés diferentes
tipos de substratos: areia, Plantmax® e arela + Plantmax®
na propor¢do de 1:1 (v/v). Cada tratamento constou de
cinco repetigbes, com dez sementes, mantidas em
germinador tipo BOD (sigla em inglés para demanda
bioguimica de oxigénio) atemperaturade 25°C e fotoperiodo
16 horas. Em interval os de dois dias, foram acrescentados
5 mL de &gua por gerbox.

A emergénciafoi avaliada aos sete e quatorze dias
(BARBEDO & CICERO, 1998), ap6s a semeadura, sendo
considerada germinada quando houve a emergéncia do
epicotilo. Aos quatorze dias, foram avaliados o nimero
médio de folhas e a altura média da plantul as.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado e os resultados foram
submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o
Software Satistical Analisys System (SASP). As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Germinagdoin vitro
Efeito de diferentes meios de cultura

Os frutos foram lavados em agua corrente por 20
minutos e transferidos para camara de fluxo laminar, no
qual foram imersos em dlcool 70% (v/v) por 60 segundos e
em solug&o de hipoclorito de sddio (NaOCl) com 1% de
cloro ativo por 20 minutos. Posteriormente, foram lavados
em agua destilada e autoclavada e abertos por corte
longitudinal, isolando-se as sementes, que foram
inoculadas em diferentes meios de cultura.

Foram testados os meios de culturaWPM (LLOYD
& MCCOWN, 1980), WPM/2, MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) e MS/2, suplementados com 3% de sacarose
e solidificados com &gar 0,7%. O pH foi corrigido para’5,8
antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

ApGs a inoculagdo, as sementes foram mantidas
em sala de crescimento sob irradiancia de fétons de 36
mmol m? s?, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
25+2°C. A avaiacdo foi realizada aos sete e quatorze dias
de incubagio (BARBEDO & CICERO, 1998), sendo
observada a porcentagem de sementes germinadas em
cada tratamento. Foi considerada germinada a semente que
apresentava a radicula protrundida.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 8 repeticies por tratamento,
cada uma composta por um frasco com 3 sementes. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (SAS®),
sendo as médias comparadas pelos Modelos Lineares ndo
Generalizados.

Efeito do GA,

O processo de assepsia das sementes foi idéntico
a0 descrito anteriormente. Foram testados trés niveis de
GA, (0, 5, 10, 17 e 20 uM) no meio de cultura MS
suplementado com 3% de sacarose e solidificado com agar
0,7%. O pH foi corrigido para 5,8 antes da autoclavagem.

ApGs a inoculagdo, as sementes foram mantidas
em sala de crescimento sob irradiancia de fétons de 36
mmol m? s?, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
25+2°C. A avaliagdo foi realizada aos sete e quatorze dias
de incubagdo (BARBEDO & CiCERO, 1998), sendo
observada a porcentagem de sementes germinadas em
cada tratamento. Foi considerada germinada a semente que
apresentava a radicula protrundida.

Foram utilizadas 10 repeticBes por tratamento,
sendo cada uma composta por um tubo de ensaio e cada
tubo contendo uma semente.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, sendo as médias dos tratamentos

comparadas pelo Teste de Tukey, com significancia fixada
em 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagao ex vitro

Houve diferencas estatisticas, entre as
porcentagens de sementes de ingazeiro germinadas nos
substratos areia, areia + Plantmax® e Plantmax®. Os maiores
percentuais de emergéncia aos sete e aos quatorze dias
foram obtidos no substrato Plantmax® com 50% e 82%
respectivamente, sendo esse bem superior ao substrato
areia (26% e 58 %) e ao substrato areia + Plantmax® (34% e
66%) (Figural). Segundo Smiderle (2001), o Plantmax®,
possui composicdo quimica bem balanceada, contendo,
principalmente, os nutrientes N, P, K, Cae Mg.

Os resultados encontrados para a germinagao,
corroboram agueles obtidos por Barbedo & Cicero (1998),
gue obtiveram 83% de germinagdo em substrato de papel,
para a espécie Inga uruguensis Hook. & Arn., porém
divergem de Varela et al. (2005), que obtiveram menor
germinabilidade em sementes de Acosmium nitens (V og.)
Y akolev (Leguminosae) no substrato areia, comparado ao
substrato vermiculita.

Portanto, quanto aos substratos, deve-se
considerar que a capacidade de retencdo de dgua de cada
um deles, adliada as caracteristicas intrinsecas que regulam
o fluxo de &gua para as sementes, pode influenciar os
resultados (CASTRO et dl., 2002).
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Figura 1 — Evolucdo da emergéncia de sementes de
ingazeiro em diferentes substratos. UFLA, Lavras, MG,

2006.

Para as variaveis, tamanho da parte aérea e nimero
de folhas em plantulas germinadas nos diferentes
substratos, as pléntulas germinadas em areia apresentam
valores superiores, no entanto ndo diferem estatisticamente
do Plantmax® (Tabela. 1).
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O substrato propicia ancoragem as plantas, de modo
que elas se sustentem e, ao mesmo tempo, regula o
suprimento de &gua e ar para as raizes, possibilitando bom
desenvolvimento das culturas (MINAMI & PUCHALA,
2000; TAVEIRA, 1996).

O Inga veraWilld. subsp. affinis(DC.) T.D. Penn. é
uma espécie extremamente abundante nas areas
sazonalmente inundadas, das margens dos rios, por
apresentar algumas adaptagdes anatdémicas e morfol dgicas
que a fazem suportar submersdo do sistema radicular
(SOARES 2003).

Germinagdoin vitro
Efeito de diferentes meios de cultura

Pela andlise de razdo de chances (Tabela 2),
verificou-se que o meio WPM/2 é o mais apropriado paraa
germinacdo de sementes de ingazeiro in vitro, tendo
apresentado indice de 96%, sendo superior ao WPM (66%),
MS/2 (75%) e M S (30%).

O meio nutritivo WPM apresenta 25% das
concentracfes de ions nitrato e ambnia do meio MS
(PASQUAL, 2001) e, segundo Premecz et a. (1978),
elevadas pressdes osméticas reduzem o crescimento e
afetam o metabolismo celular. Portanto, a diminui¢do do
potencial osmético promovido pela reducao das
concentracdes de macro e micronutrientes do meio WPM/
2 proporciona as maiores taxas de germinac&o.

No entanto, segundo Dodd & Donovan (1999), a
presenca de uma concentragdo maior ou menor de sais, ou

outros compostos osmoticamente ativos, no meio de
germinacado, de acordo com a espécie e com o potencial
osmotico de suas sementes, podera ser o fator responsavel
pela adequada hidratacdo destas. Consequentemente,
poderaviabilizar ou inviabilizar a ocorréncia do processo
germinativo, a partir de uma embebicao adequada ou néo.

Emershad & Ramming (1994) relataram altas
porcentagens de germinacdo de embrides de nectarina
(Prunus persica var. nucipersica Schneid) e péssego
(Prunus persica (L.) Batsch), cultivados em meio basico
WPM, os quais atingiram 98% e 100% de germinag&o.
Assim como, Soares (2005), que obteve uma maior
porcentagem de germinacdo de sementes de mangabeira
em meio nutritivo MS/2 e paramurici, os meios de cultura
mais eficientes para a germinacdo de sementes e embrifes
s80 0 MS e WPM/2, sem sacarose (NOGUEIRA et al., 2004).

Foi verificado também que a taxa de germinagéo
no meio WPM/2 (96%) foi bem superior ao substrato
Plantmax® (82%). Estudos sobre germinagéo in vitro de
Pothomorphe umbellata L. Miq (VIANA et a., 1999) e
de Norantea brasiliensis Choisy (CAMPQOS, 2003)
também mostraram maior germinagdo quando comparadas
as cultivadas in vivo.

No entanto, apesar da superioridade de germinacdo
no meio WPM/2, foi observada uma alta taxa de
contaminacdo das sementes apds a germinacdo (Tabela 3),
pois este meio de cultura apresenta menor concentracdo
de sais, portanto mais disponibilidade de agua,
proporcionando uma maior proliferacdo de bactérias e
fungos enddgenos (Figura 2).

Tabelal - Tamanho da parte aéreae nimero de folhas de ingazeiro em diferentes substratos. UFLA, Lavras, 2006.

Tratamento Tamanho da parte aérea (cm) N° de folhas
Areia 1,76 a 0,80 a
Plantmax® 1,38 ab 0,24 ab
Areia+ Plantmax® 0,72b 0,12b

Médias seguidas de |etras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

Tabela 2 — Andlise da “Deviance” para o efeito do meio nutritivo na germinacéo de sementes de ingazeiro. UFLA,

Lavras, MG, 2006.
Parametro GL Estimativa Erro padréo p-valor Razéo de chances
Intercepto 1 1,05 0,20 0,0001
MS 1 -1,18 0,43 0,0059 0,875
MS/2 1 -0,24 0,31 0,4360 2,250
WPM 1 -0,36 0,32 0,2649 2,000
WPM/2 0 0,00 0,00 2,887
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Tabela3—-Andiseda“Deviance” paracontaminacdo nagerminacdo de sementesdeingazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Parémetro GL Estimativa  Erro padréo p-valor Raz&o de chances
Intercepto 1 -0,98 0,57 2,88
MS 1 1,38 0,64 4,61 0,08
MS/2 1 1,38 0,66 4,61 0,03
WPM 1 1,09 0,66 2,71 0,03
WPM/2 0 0,00 0,00 0,09

S

Figura 2 — Fotografias mostrando o aspecto visual dagerminagdo in vitro de Inga: WPM/2 (a); MS (b); contaminagdo

(c). UFLA, Lavras, 2006. Br=1,5cm (a); 1 cm (b); 1 cm (c).

Franco & Ferreira (2002) relataa grandeincidéncia
de fungos saprdfitas nas sementes de Didymopanax
morototoni (Aubl.) Decne. & Planch. no meio MS. No
entanto, o objetivo da germinagdoin vitro € a producao de
explantes juvenis e assépticos para o estabelecimento de
experimentosin vitro (COELHO et al., 2001).

Efeito do GA,

N&o houve diferencas significativas entre as
porcentagens de sementes de ingazeiro germinadas em
diferentes concentraces de GA

Apesar das diferengas entre os tratamentos ndo
terem sido significativas, os maiores percentuais de
germinaggo foram na concentragdo de 20uM de GA, (Figura
3), com 100% de germinag&o.

As giberelinas desempenham uma importante
fung@o na germinag8o, na quebra de dorméncia e no
controle da hidrélise das reservas (TAIZ & ZIEGER, 2004),
podendo provocar 0 amolecimento das camadas externas
da semente, aumentando o suprimento de agua e
liberando os agUcares das paredes celulares (FRANCO
& FERREIRA, 2002). Elas atuam na expressdo génica,
ativando a sintese de varias enzimas, dentre elas, enzimas

gue hidrolisam e mobilizam reservas dos tecidos (JELLER
& PEREZ, 2001).
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Figura 3 — Propor¢do de germinago de ingazeiro em
diferentes concentragdes de GA .. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Resultados descritos na literatura sobre o cultivo
in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes),
mostram umamaior porcentagem de sementes germinadas
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(90%) no meio de cultura WPM, suplementado com 1,5%
de sacarose e 0,75 uM de GA,, diferenciando-se
significativamente somente do tratamento controle, no qual
estavam ausentes a sacarose e 0 acido giberélico (SOARES,
2005).

CONCLUSAO

O Plantmax® é o substrato mais adequado para a
geminacdo ex vitro de ingazeiro

O substrato areia proporciona maior
desenvolvimento de parte aérea e folhas em ingazeiro.

O WPM/2 é o meio de cultura indicado para a
geminacdo in vitro de ingazeiro, no entanto, é necessario
controle rigido da contaminagdo endégena.

Né&o é necessario a adicdo de GA, nagerminagéoin
vitro de ingazeiro.
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