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RESUMO

O agoita-cavalo, Luehea divaricata Mart. & Zucc., pertencente a familia Malvaceae, ¢ uma espécie florestal
que sofreu grande acdo antrépica nas ultimas décadas. Esse fato contribuiu muito para a reducdo das
populagdes naturais e, consequentemente, de sua variabilidade genética, o que justifica a realizacdo de
estudos relacionados a propagacdo da espécie. Como forma de propagagdo vegetativa, a micropropagagao
torna-se uma opg¢ao para a regeneracao de plantas que apresentam dificuldade de reprodugdo natural, além
de ser uma estratégia para a conservacao das espécies. O trabalho teve como objetivos determinar o tipo de
explante e o meio de cultivo mais eficientes para o estabelecimento in vitro, além de verificar a influéncia
de diferentes concentragdes da citocinina BAP na multiplicagdo de segmentos nodais de agoita-cavalo.
As sementes utilizadas foram coletadas e armazenadas pela Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
— FEPAGRO-Florestas em Santa Maria, RS e as plantulas obtidas in vitro foram utilizadas como fonte
de explantes. Na selegdo de explantes e meio de cultivo, foram testados segmentos apicais caulinares ¢
segmentos nodais cultivados nos meios nutritivos MS e WPM. Diferentes concentragdes de BAP (0, 5,
10 e 15 mg L") foram avaliadas na multiplicagdo in vitro de agoita-cavalo. No estabelecimento in vitro de
agoita-cavalo podem-se empregar tanto segmentos apicais caulinares como segmentos nodais € ambos os
meios de cultivo. Visando a maximizar o cultivo de agoita-cavalo, deve-se utilizar o meio de cultivo WPM,
pelo custo reduzido. Na multiplicacdo in vitro de agoita-cavalo ndo deve ser adicionada a citocinina BAP,
pois na auséncia desse regulador se observa melhor resposta dos explantes para a maioria das caracteristicas
avaliadas, além de reduzir os custos no cultivo in vitro da espécie.

Palavras-chave: acoita-cavalo; cultura de tecidos; meios de cultivo; regulador de crescimento.
ABSTRACT

Luehea divaricata Mart. & Zucc. of the Malvaceae family, is a forest tree species that has suffered great
anthropic disturbance during the last decades. This fact has contributed to the reduction of natural populations
and, consequently, of its genetic variability. This justifies studies related to the propagation of the species.
As a means of vegetative propagation, micropropagation is an alternative for the regeneration of plants with
difficult natural regeneration and a strategy for species conservation. The objectives of this study were to
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determine the most efficient type of explant and growth medium for in vitro establishment and verify the
influence of different concentrations of BAP cytokinin in the multiplication of nodal segments of Luehea
divaricata. The seeds used were collected and stored by the Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecudria
— FEPAGRO/Florestas (Agriculture and Cattle Research State Foundation — FEPAGRO/Forests), in Santa
Maria, RS, Brazil, and the seedlings obtained in vitro were used as sources of the explants. In the selection
of the explants and growth medium, the shoot apical and nodal segments grown in the MS and WMP
nutritive media were tested. Different concentrations of BAP (0, 5, 10 and 15 mg L') were evaluated in the
in vitro multiplication of the species. In the in vitro establishment of Luehea divaricata, both shoot apical
and nodal segments can be used and also both growth media. To maximize the growth of the species, the
WPM growth medium should be used due to its reduced cost. In the in vitro multiplication of the species,
cytokinin BAP should not be added because, besides reducing the costs in the in vitro cultivation of Luehea
divaricata, the best response for the majority of the characteristics evaluated was observed in the absence

of this regulator,.

Keywords: forest species; tissue culture; growth media; growth regulator.

INTRODUCAO

O agoita-cavalo, Luehea divaricata Mart.
& Zucc., pertencente a familia Malvaceae, ocorre,
naturalmente, no nordeste da Argentina, no leste
do Paraguai, no Uruguai e no Brasil, nos estados
da Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro, Santa
Catarina, Sdo Paulo, Distrito Federal e Rio Grande
do Sul. A espécie ¢ muito utilizada na fabricacdo de
moveis vergados, enquanto que, do ponto de vista
ambiental, é uma das arvores de uso mais relevante
para o reflorestamento em funcdo da adaptagdo
a encostas ingremes, margens de rios e areas em
que o solo estda permanentemente encharcado
(CARVALHO, 1994).

O acoita-cavalo é uma espécie florestal que
sofreu grande agdo antrdpica nas Ultimas décadas.
Esse fato contribuiu muito para a reducdo das
populagdes naturais, e consequentemente, de sua
variabilidade genética, o que justifica a realizacdo
de estudos relacionados a propagagdo da espécie.

Essa espécie apresenta germinacdo lenta
e irregular, variando entre 20 e 75%. Ha poucas
informagdes sobre a viabilidade das sementes,
sendo que apds 60 dias da colheita é observada
uma redugdo de 50% na germinagdo comparada
aquela apresentada imediatamente apos a
coleta (CARVALHO, 1994). Isso prejudica a
frequéncia de ocorréncia de agoita-cavalo em
florestas naturais.

A propagacdo vegetativa in  vitro
ou clonagem in vitro, também denominada
micropropagacao, ¢ a técnica de cultura de tecidos de
maior impacto e tem mostrado enorme importancia
pratica e potencial nas areas agricola, florestal
e horticola (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,

1998; BORGATTO e HAYASHI, 2002). A técnica
viabiliza a clonagem de varias espécies, permitindo
a formagdo de individuos geneticamente idénticos
tomando por base células, 6rgdos ou pequenos
fragmentos de uma planta (SOUZA e JUNGHANS,
2006), que sdo cultivados em meio nutritivo, sob
condi¢des ambientais controladas, por periodos
indefinidos, até a formagdo da nova planta para
posterior aclimatizacao.

Explante ¢ o 6rgdo ou parte do tecido da
planta, que sera utilizado para iniciar um cultivo in
vitro (PUGA et al, 1991). Diversas partes da planta
podem ser utilizadas para iniciar a propagagio in
vitro, sendo que a escolha do explante apropriado
constitui o primeiro passo para o estabelecimento
dos cultivos (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998).

Nesse sentido, o uso de segmentos apicais
caulinares e segmentos nodais é bastante comum
nos processos de propagagao in vitro, pela facilidade
de obtencdo, pelo numero inicial de explantes
isolados da planta-mae, pela viabilidade in vitro
e pelo crescimento rapido. De forma geral, as
gemas apicais tém demonstrado maior capacidade
de crescimento em relagdo as gemas axilares, que
estdo sob efeito da dominancia apical. Esse evento
¢ comum em plantas herbaceas ornamentais e
olericolas, o contrario, em geral, vale para plantas
arboreas (TERMIGNONI, 2005).

Um fator a ser levado em consideracdo
na propagacdo in vitro ¢ a idade dos explantes,
sendo que, para espécies lenhosas, sdo indicados
materiais mais jovens, pois uma série de alteracdes
na capacidade morfogenética dos tecidos pode
ocorrer com a passagem do estado juvenil
para o adulto (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998).
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Os meios de cultivo possuem grande
quantidade de macro e micronutrientes em diferentes
proporgdes, responsaveis pelo crescimento da planta
como um todo, carboidratos como fonte de carbono
(sacarose, glucose, maltose), vitaminas (tiamina,
piridoxina e dacido ascorbico), além de outros
nutrientes como inositol e sorbitol (DAMIAO
FILHO, 1995; HU e FERREIRA, 1998). Segundo
Caldas et al. (1998), além dos meios fornecerem
substancias essenciais para o crescimento, também
controlam o padrdo de desenvolvimento in vitro.
Embora nao exista uma formula¢do padrao, o
meio Murashige e Skoog - MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962), desenvolvido para a cultura
de células de Nicotiana tabacum, apresenta
resultados satisfatorios para diversas espécies
em sua formulacdo original ou em diluicdes e
modificagdes. Entretanto, em espécies lenhosas,
0o meio MS ndo tem se mostrado satisfatorio em
alguns casos, observando-se que composicdes
mais diluidas em macronutrientes proporcionaram
melhor desempenho. Formulagdes especialmente
desenvolvidas para espécies lenhosas como, por
exemplo, o meio ‘“Woody Plant Medium’ — WPM
(LLOYD e McCOWN, 1981), tém sido descritas e
utilizadas como opg¢do ao meio MS (MELO et al.,
1999).

Dentre o0s pontos mais importantes
na multiplicacdo in vitro destacam-se aqueles
referentes as concentracdes de citocininas e aos
meios de cultivo a serem utilizados (CHAVES
et al., 2005). As citocininas sdo reguladores
de crescimento que desempenham um papel
fundamental no crescimento e na morfogénese em
cultura de tecidos, estimulando a divisdao celular
bem como a indugado ¢ a proliferagao de brotagdes
adventicias (FLORES et al., 1998). A adigcdo de
reguladores de crescimento na cultura de tecidos
tem o objetivo principal de suprir as deficiéncias
dos teores enddgenos de hormdnios nos explantes
que se encontram isolados das regides produtoras
na planta matriz. Das citocininas comercialmente
disponiveis, 6-benzilaminopurina (BAP) vem sendo
mais empregada e, em geral, apresenta os melhores
resultados (BORGATTO ¢ HAYASHI, 2002). As
concentracdes dessa citocinina podem variar de
acordo com a espécie, sendo que Torres et al. (2001)
recomendam a utilizagdo de concentracdes entre
0,03a30mgL".

Diante do exposto, os objetivos deste
trabalho foram determinar o tipo de explante e 0o meio
de cultivo mais responsivos para o estabelecimento in

vitro de acoita-cavalo, além de verificar a influéncia
da citocinina BAP na multiplicagdo de segmentos
nodais visando a contribuir para trabalhos futuros
envolvendo a micropropagacao dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Os explantes utilizados nos ensaios,
realizados em 2006, foram oriundos da germinacao
de sementes de Luehea divaricata coletadas e
armazenadas pela Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria — FEPAGRO-Florestas, em Santa
Maria, RS, em 2004 (primeiro experimento) e 2005
(segundo experimento) respectivamente.

Para a obten¢do dos explantes, as sementes
foram desinfestadas superficialmente pela imersao
em etanol a 70% por 30 segundos e, apos,
imersas em solucao de hipoclorito de sodio a 2%
por 10 minutos. Na sequéncia, sofreram triplice
enxague em agua destilada e autoclavada e foram,
imediatamente, inoculadas em frascos contendo 30
mL de meio agar-dgua a 7% (p/v) em camara de
fluxo laminar. Apds, foram transferidas para sala de
cultivo (25 £2°C, 16 horas de luz e 20 umol m? s™)
onde permaneceram por 45 dias, quando, entdo, os
explantes foram excisados e novamente inoculados
sob condigOes assépticas.

Selecido de explante e de meio de cultivo para a
propagacao in vitro

Neste ensaio, empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, em esquema bifatorial
(2x2), em que os niveis do fator “A” corresponderam
aos meios de cultivo — MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) ¢ WPM (LLOYD ¢ MCCOWN,
1981)—eosniveisdo fator “B”, aos tipos de explantes
(segmentos apicais caulinares e segmentos nodais).
Os tratamentos apresentaram cinco repeti¢des,
sendo cada uma composta por um frasco de vidro
contendo um explante. Os meios de cultura foram
suplementados com 30 g L' de sacarose, 100 mg L"!
de mio-inositol, 7 g L' de agar e o pH, ajustado para
5,7. Posteriormente, aliquotas de 30 mL do meio de
cultivo foram transferidas para frascos de vidro com
capacidade para 150 mL, os quais foram vedados
com papel aluminio e autoclavados por 15 minutos
a temperatura de 121°C e 1 atm de pressao.

Apos a inoculacao dos explantes nos meios
de cultura, os frascos foram dispostos em sala de
cultivo sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade
luminosa de 20 umol m™ s' obtida partindo de
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lampadas fluorescentes brancas frias, do tipo luz do
dia, e temperatura de 25 + 2°C.

As avaliacdes foram efetuadas aos 60
dias de cultivo, observando-se: sobrevivéncia,
estabelecimento in vitro, numero de nos e
enraizamento, todas expressas em porcentagem.
A sobrevivéncia foi indicada pela coloragao verde
dos explantes e o estabelecimento, determinado
pelo desenvolvimento de primoérdios foliares e/ou
radiculares.

Os dados obtidos foram, inicialmente,
submetidos aos testes de Lilliefors e de Cochran
e Bartlett, sendo, apds, realizadas analises de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste
F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-
se o programa estatistico ‘Statistica’ versao 7.0
(STATSOFT, 2006).

Influéncia da citocinina BAP no
desenvolvimento in vitro

Neste ensaio, foram testadas quatro
concentragdes de BAP: 0, 5, 10 ¢ 15 mg L'
associadas ao meio de cultivo WPM, no qual foram
adicionados 30 g L' de sacarose, 100 mg L' de
mio-inositol, 7 g L' de agar e o pH, ajustado para
5,7. Posteriormente, aliquotas de 30 mL do meio de
cultivo foram transferidas para frascos de vidro com
capacidade para 150 mL, os quais foram vedados
com papel aluminio e autoclavados por 15 minutos a
temperaturade 121°C e 1 atm de pressao. Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento. A unidade experimental
foi composta por quatro frascos de vidro, contendo
um explante cada. Foram utilizados como explantes

segmentos nodais com, aproximadamente, 1 cm de
comprimento.

As variaveis foram avaliadas aos 35 dias
de cultivo, observando-se: sobrevivéncia (%),
estabelecimento in vitro (%), numero de nds,
numero de folhas, enraizamento (%) e niimero total
de brotacdes. A sobrevivéncia foi indicada pela
coloragdo verde dos explantes e o estabelecimento,
determinado pelo desenvolvimento de primoérdios
foliares e/ou radiculares.

Os dados obtidos foram submetidos aos
testes de Lilliefors e de Cochran e Bartlett, e, quando
necessario, foram transformados (raiz quadrada
(x+0,5)). Foram realizadas analises de variancia e
de regressdo polinomial. Utilizou-se o programa
estatistico ‘Statistica’ versdo 7.0 (STATSOFT,
2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao de explante e de meio de cultivo para a
propagacao in vitro

Nao houve interagdo entre os fatores ou
efeitos significativos dos fatores principais para
a maioria das varidveis analisadas, exceto para
numero de nds e enraizamento, em que foi observada
a influéncia do meio de cultivo (Tabela 1). O meio
WPM proporcionou desempenho superior em
relagdo ao MS (4,94 x 3,40, respectivamente, para
numero de nos; e 66,80 x 30,00%, respectivamente,
para enraizamento) (Tabela 2). A concentracdo de
sais relativamente menor do meio WPM comparada
a do MS deve ser a razdo da maior formacgdo de
raizes em agoita-cavalo.

TABELA 1: Analise de varidncia para sobrevivéncia (%), estabelecimento (%), numero de nos e
enraizamento (%) em segmentos apicais caulinares e segmentos nodais de acoita-cavalo
(Luehea divaricata Mart. & Zucc.). Santa Maria, RS, 2007.

TABLE 1:  Variance analysis for survival (%), establishment (%), number of nodes and rooting (%) in
shoot apical and nodal segments of Luehea divaricata Mart. & Zucc. Santa Maria, RS, 2007.

Causa da variagao GL Quadrado Médio
Sobrevivéncia (%)  Estabelecimento (%) N°denods  Enraizamento (%)
Meio de cultivo 1 125,00 781,25 9,59" 5313,80"
Tipo de explante 1 125,00 1531,25 1,28 1248,20
 Meio de cultivo 0,00 414,05 0,12 88,20
Tipo de explantes
Residuo 16 109,38 464,53 1,56 487,38
Média geral 95,00 80,45 3,92 56,00
CV(%) 11,01 26,79 31,91 39,21

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 2: Médias de numero de nos e
enraizamento (%) de explantes de
acoita-cavalo  (Luehea divaricata
Mart. & Zucc.), em diferentes meios
de cultivo. Santa Maria, RS, 2007.

TABLE 2:  Average number of nodes and rooting
(%) of explants of Luehea divaricata
Mart. & Zucc., in different culture
media. Santa Maria, RS, 2007.

Meio de Variaveis
cultivo Numero de nés  Enraizamento (%)
WPM 4,94a 66,80a
MS 3,40b 30,00b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste F a 5% de probabilidade.

De maneira semelhante, em Vaccinium ashei
Reade cv. Florida, Erig e Schuch (2005) observaram
que o meio WPM favoreceu o estabelecimento
in vitro, porém foram adicionados 24,6 uM de
Isopenteniladenina (2-iP), uma citocinina. No
presente trabalho, ao contrario, foi obtido um
elevado enraizamento (66,80%) na auséncia de
reguladores de crescimento. Esse fato também foi
relatado em Annona glabra (DECCETTI, 2000), em
que foi verificado um alto percentual de rizogénese
€ um maior nimero de raizes em meio desprovido
de reguladores de crescimento, e em brotagdes de
Ficus carica L. (BRUM, 2001), em que ndo foi
necessario utilizar fitorreguladores para promover a
formagao de raizes. No entanto, para outras espécies,
altas taxas de enraizamento somente sdo alcangadas
na presenca de fitorreguladores, em consequéncia
de caracteristicas intrinsecas, o que, provavelmente,
se deve ao balango hormonal enddgeno presente no
tecido vegetal (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1990). Exemplo disso, foi registrado em Cordia
trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., em que foi
obtido 73% de enraizamento com o uso de meio
WPM suplementado com 1,5 mg L' de acido
3-Indolbutirico (AIB) na presenga de 1,5 g L' de
carvao ativado (MANTOVANI et al., 2001).

As meédias observadas de sobrevivéncia
(95%) e de estabelecimento in vitro (80,45%) foram
elevadas (Tabela 1). Esses resultados demonstram
que o estabelecimento in vitro em agoita-cavalo
pode ser efetuado, com sucesso, em ambos os
meios testados, independente do tipo de explante
empregado. Contudo, ha que se considerar que nem
todos os explantes sobreviventes se estabeleceram,
0 que esta de acordo com o relatado por Erig e

Schuch (2003), em Malus domestica Borkh. cvs.
Galaxy, Maxygala e Mastergala, uma vez que a
sobrevivéncia nem sempre indica a retomada do
crescimento e do desenvolvimento. Por outro lado,
em Olea europaea L. cv. Arbequina, Donini et al.
(2008) wverificaram que os explantes cultivados
em meio WPM apresentaram maiores médias
de sobrevivéncia, estabelecimento e numero de
brotagdes. Isso reforca a tese, amplamente aceita,
que o meio de cultivo a ser selecionado dependera
da espécie.

Tanto os segmentos apicais caulinares
quanto os segmentos nodais de acoita-cavalo
demonstraram competéncia para o estabelecimento
das culturas in vitro. Na regeneracdo de plantas
de Maytenus ilicifolia Mart., também nao
foram observadas diferencas significativas entre
segmentos apicais ¢ nodais (FLORES et al., 1998).
Ja os segmentos nodais apresentaram eficiéncia no
estabelecimento de diversas espécies lenhosas, tais
como Vaccinium ashei Reade (ERIG e SCHUCH,
2005), Coffea arabica (RIBEIRO etal.,2002), porta-
enxertos do género Prunus (SILVEIRA et al., 2001),
Malus domestica Borkh. (ERIG et al., 2004), Cordia
trichotoma (MANTOVANI et al., 2001). Segmentos
apicais caulinares, por outro lado, destacaram-se no
estabelecimento de Catharanthus roseus L.(REIS et
al., 2004) e Pilocarpus microphyllus Stapf (SABA
et al., 2002).

Os resultados obtidos demonstram que o
estabelecimento in vitro de agoita-cavalo pode ser
efetuado, com sucesso, em ambos os meios testados
empregando-se tanto segmentos apicais caulinares
quanto segmentos nodais. Contudo, devem ser
considerados os custos de cada meio de cultivo;
o meio WPM tem um custo mais baixo quando
comparado ao MS, pois sua composi¢ao de sais €,
relativamente, reduzida. Considerando o exposto,
para maximizar o cultivo in vitro de agoita-cavalo
recomenda-se cultivar segmentos apicais caulinares
e/ou segmentos nodais em meio WPM, que, além
de ter menor custo, proporcionou altas médias de
enraizamento (66,80 %) para a espécie.

Influéncia da citocinina BAP no
desenvolvimento in vitro de acoita-cavalo

As diferentes concentragcdes de BAP
influenciaram as caracteristicas avaliadas, exceto
a sobrevivéncia e o estabelecimento in vitro, que
apresentaram, ambas, a média geral 80,85%. O
estabelecimento ¢ uma fase em que os explantes
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ainda estdo se adaptando ao cultivo in vitro e
podem néo responder a adigdo de fitorreguladores
de crescimento. Moura et al. (2008) também nao
observaram efeito significativo das concentrag¢des
de BAP na micropropaga¢ao de Piper nigrum.

Para o nimero de nés e o numero de
folhas, houve ajuste de modelo quadratico para
as concentracdes de BAP (Figuras 1 e 2). As
concentracdes mais elevadas geraram menores
numeros de nods e de folhas nos explantes de agoita-
cavalo, indicando efeito inibitorio do fitorregulador.
Comportamento semelhante ao observado neste
estudo foi obtido por Moura et al. (2008) com
Piper nigrum. Por outro lado, Villa et al. (2005),
trabalhando com Rubus sp cv. Ebano observou
estimulo na produ¢do de folhas a medida que a
concentracdo de BAP aumentou.

Para o numero total de brotagdes, o ajuste
da regressdo foi um polindmio de 3° grau para as
concentra¢des de BAP (Figura 3) e a auséncia do
fitorregulador proporcionou a obteng¢do de um maior
numero de brotagdes por explante (1,6). Apesar de
ter sido ajustada uma equagdo cubica, observa-
se que a auséncia da citocinina implica em maior
produgdo de brotagdes, o que ¢ um bom indicativo
para a micropropagagao de agoita-cavalo, tendo em
vista a redugdo dos custos finais de producdo de
mudas micropropagadas da espécie.

3,5
y y = 0,02012% — 0,381z + 3,116
R4 3 R?=181,24
c
o 2.5
©
o 2
(V]
E1s
=2
1
0,5
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragdes de BAP (mgLt)

FIGURA 1: Numero de nés produzidos em culturas
in vitro de agoita-cavalo (Luehea
divaricata Mart. & Zucc.), em fun¢ao
das diferentes concentragdes de BAP
adicionadas ao meio de cultivo WPM.
Santa Maria, RS, 2007.

FIGURE 1: Number of nodes produced in the in
vitro culture of Luehea divaricata
Mart. & Zucc., in function of different
concentrations of BAP added to the
WPM culture medium. Santa Maria,
RS, 2007.
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FIGURA 2: Numero de folhas produzidas em
culturas in vitro de agoita-cavalo
(Luehea divaricata Mart. & Zucc.), em
funcdo das diferentes concentragdes de
BAP adicionadas ao meio de cultivo
WPM. Santa Maria, RS, 2007.

FIGURE 2: Number of leaves produced in the
in vitro culture of Luehea divaricata
Mart. & Zucc., in function of different
concentrations of BAP added to the
WPM culture medium. Santa Maria,
RS, 2007.
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FIGURA 3: Numero total de brotagdes produzidas
em culturas in vitro de acoita-cavalo
(Luehea divaricata Mart. & Zucc.), em
funcdo das diferentes concentragdes de
BAP adicionadas ao meio de cultivo
WPM. Santa Maria, RS, 2007.

FIGURE 3: Total number of shoots produced in the
in vitro culture of Luehea divaricata
Mart. & Zucc., in function of different
concentrations of BAP added to the
WPM culture medium. Santa Maria,
RS, 2007.
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Os resultados encontrados para nimero
total de brotagdes (Figura 3) podem ser atribuidos
a ocorréncia de possiveis desordens fisiologicas
nos explantes, provavelmente provocadas pelas
elevadas concentra¢des de BAP testadas. Segundo
Saba et al. (2002), a maximizagdo da prolifera¢do
de brotagdes pode ser atingida com o emprego de
dois ou mais reguladores de crescimento, sendo que,
possivelmente, a indugdo de brotagdes em agoita-
cavalo necessite da combinagdo de citocininas,
auxinas e/ou giberelinas, ou ainda, de concentrag¢des
de citocinina inferiores as utilizadas no presente
estudo.

Em estudos de micropropagagdo in vitro
com Cordia trichotoma, Mantovani et al. (2001)
verificaram que BAP a 0,1 mg L' associado
a giberelina (GA,), na mesma concentragdo,
promoveu uma maior multiplicagdo, produzindo
6,85 brotagdes por explante. Em Didymopanax
morototoni (Aubl.) Decne. & Planch., Mantovani et
al.(1999) observaram que o aumento na concentragao
de BAP proporcionou um aumento nas respostas de
indugdo de brotagdes até a concentragdo de 1,0 mg
L, ou seja, utilizando concentragdes inferiores as
utilizadas no presente trabalho.

Para o enraizamento in vitro foi obtido um
ajuste linear decrescente para as concentragdes
de BAP (Figura 4), sendo observada uma
inibicdo completa da rizogénese na presenca
40,
354
30+
251
20+
15
10

5

0 T —— . + e
_ST 2 4 6 8 10 12\4\16

-10 ConcentragGes de BAP (mgL?)

y=-212+245

R? = 60,00

Enraizamento (%)

FIGURA 4: Enraizamento de culturas in vitro de
acoita-cavalo (Luehea divaricata Mart.
& Zucc.), em fungdo das diferentes
concentracdes de BAP adicionadas ao
meio de cultivo WPM. Santa Maria,
RS, 2007.

FIGURE 4: Rooting of the in vitro cultivation of
Luehea divaricata Mart. & Zucc., in
function of different concentrations
of BAP added to the WPM medium
growth. Santa Maria, RS, 2007.

desse fitorregulador. Isso pode ser explicado pelo
fato desse regulador de crescimento promover
maior crescimento da parte aérea em detrimento
a formagdo de raizes (TORRES et al.,, 2001).
Resultados semelhantes foram observados por
Flores e Nicoloso (2007), com BAP influenciando,
negativamente, a formacdo de raizes, ¢ com 10
uM dessa citocinina inibindo, por completo, esse
processo.

CONCLUSOES

Segmentos apicais caulinares e segmentos
nodais, cultivados em meio de cultivo MS ou WPM,
sdo eficientes no estabelecimento in vitro de agoita-
cavalo.

Recomenda-se efetuar o estabelecimento
in vitro de acoita-cavalo em WPM em fung¢édo do
menor custo desse meio de cultivo.

O meio de cultivo WPM ¢é mais eficiente no
enraizamento, independente do tipo de explante.

A multiplicacdo in vitro de agoita-cavalo ¢é
eficiente em meio de cultura livre da utilizacdo da
citocinina BAP.
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