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Resumo

O ipé-amarelo [Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson] é uma espécie florestal de importancia relevante
em funcdo de sua utilidade econémica, ornamental e ecoldgica. Sabe-se, entretanto, que suas sementes
apresentam curta longevidade, com anos de baixa ou nenhuma produgéo, limitando a disperséo natural, bem
como sua utilizacdo em viveiros, 0 que torna necessario o estudo de condi¢es adequadas a produgdo de
mudas. Este trabalho apresenta dados sobre o desenvolvimento de Tabebuia serratifolia na presenca de
diferentes concentragdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura in vitro. As sementes foram
coletadas de arvores matrizes, localizadas no Distrito Industrial, Manaus-AM. O melhor meio de cultura
testado para a germinacéo de sementes foi com a utilizacdo do meio MS acrescido de 2% de Acido
Giberelico (GAz) + carvéo ativado, onde foram observados 74,8% de germinagéo, que se iniciou no
12° dia de cultivo. Apos 30 dias de cultivo, segmentos nodais (n=30) cultivados em meio de Murashige &
Skoog (MS) suplementado com 0,2 mg.L* de BAP produziram, em média, 3,14 segmentos nodais por
explante, cujas plantas foram aclimatizadas com sucesso, sem exibicdo de qualquer anomalia
morfoldgica ou variagéo.

Palavras-Chave: conservacdo in situ, producéo de mudas, espécies nativas.

In vitro culture of ipé-yellow [Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson] at different
concentrations of 6-Benzylaminopurine. Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson (Ipé-amarelo) is a
forest species of great importance due to its economic, ornamental and ecological utilities. However, it is
known that the seeds show short longevity, with years of low or no production, limiting natural dispersal, as
well as their use in nurseries, which makes it necessary to study suitable conditions for seedling production.
This study presents data about T. serratifolia development in the presence of different concentrations of 6-
Benzylaminopurine (BAP) in vitro culture medium. Seeds were collected from mother trees located in the
Industrial District, Manaus-AM. The best culture medium tested for seed germination was with the use of
MS medium added with 2% of Giberelic Acid (AGs) + activated carbon, where 74.8% germination was
observed, which started on the 12" day of culture. After 30 days of cultivation, nodal segments (n = 30)
cultured on Murashige and Skoog (MS) supplemented with 0.2 mg.L™* BAP produced an average of 3.14
nodal segments per explants, whose plants were successfully acclimatized without showing any
morphological anomaly or variation.

Key-words: in situ conservation, seedling production, native species.
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1. Introducéo

Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson
(Bignoniaceae), conhecida popularmente como
ipé-amarelo é uma espécie arborea que atinge de 5
a 25m de altura. E uma espécie caracteristica de
florestas pluviais densas, tendo ocorréncia até
altitudes de 1.200 m, ocorrendo também em
florestas secundarias e campinas. Pode ser
encontrada na Bolivia, Coldmbia, Peru, Suriname,
Equador, Guiana, Guiana Francesa e Venezuela.
Ocorre em quase todo o territério brasileiro,
estendendo-se da AmazOnia, Nordeste até S&o
Paulo. (Ferreira et al., 2004). O ipé-amarelo
possui interesse ~ econbmico  madeireiro,
ornamental e medicinal. Sua madeira é pesada e
resistente sob diversas condigdes, possibilitando
sua utilizacdo em marcenaria, construcGes pesadas
e estruturas externas (tanto civis quanto navais).
Enguanto a arvore é utilizada no paisagismo e na
arborizacéo urbana (Ferreira et al., 2004).

A propagacdo dessa espécie é feita pela
utilizagdo de sementes que, apesar de produzidas
em grande quantidade, apresentam problemas de
germinagdo e conservacdo (Oliveira et al., 2004,
2005). Cabral et al., (2003) relatam que ha
dificuldades no estabelecimento de técnicas de
cultivo para Tabebuia, visando a producdo de
mudas, devido a baixa viabilidade das sementes
com o decorrer do tempo. Sabe-se, entretanto, que
muitos fatores inibem a germinacdo imediata, tais
como: denso tapete graminidceo, queimas
periédicas, falta de sincronia entre a época de
producdo de sementes e a estacdo chuvosa (Souza
et al., 2005). Oliveira et al., (2004) observaram,
em lotes de sementes de T. serratifolia e Tabebuia
impetiginosa, um percentual de sementes com
auséncia de embrides de 12% e 8%,
respectivamente, além de um percentual
significativo (17%) de sementes com embrides
com defeitos.

Para diversas espécies florestais de
interesse comercial ou que se encontram em risco
de extincdo, a micropropagacdo tem sido uma
importante ferramenta para a obtencdo de mudas
padronizadas, em larga escala, em menor tempo e
espaco fisico (Dousseau et al. 2008). O cultivo in
vitro, por meio da micropropagacéao, é um método
vidvel para multiplicagdo de diversas espécies,
proporcionando a formacdo de populactes de
plantas homogéneas, possibilitando a producgéo de
mudas com alta sanidade e vigor (Souza et al.,
2007).
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Devido a importancia desta planta para
multiplos propo6sitos e a dificuldade de
germinacgéo e conservacdo, objetivou-se com esse
trabalho o desenvolvimento de um protocolo de
producdo em larga escala de mudas de Tabebuia
serratifolia através da técnica de cultura de
tecidos vegetais.

2. Material e Método

Para o estabelecimento in vitro de Tabebuia
serratifolia, foram utilizadas 200 sementes obtidas
de arvores localizadas no Distrito Industrial de
Manaus, no més de outubro de 2013. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Cultivo in vitro de Células e Micropropagacao do
Centro de Biotecnologia da Amazbnia, Manaus,
AM.

As sementes foram lavadas em solucéo de
fungicida Derozal® 10%, durante cinco minutos
(sob agitacdo), posteriormente em agua destilada
autoclavada, por cinco minutos. Logo apés, foram
imersas em solucdo de hipoclorito de sodio (1%
de cloro ativo), por dez minutos.

Em seguida, em cdmara de fluxo laminar,
foram lavadas em etanol 70% v/v durante 1
minuto, seguida de imersdo em hipoclorito de
sadio (2% de cloro ativo) por 2 minutos (Nery et
al., 2008), e enxaguadas (trés vezes) em agua
destilada estéril.

Apbs a desinfestacdo, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio (150 x 24 mm)
contendo 10 mL dos seguintes meios de cultura:
meio de composicdo basica segundo Murashige e
Skoog (1962), sem reguladores de crescimento
(MS0); MS + 2,0 mg.L? de éacido giberélico
(GA3); MS + 1,5 g.L* de carvéo ativado e MS +
1,5 g.L? de carvéo ativado + 2,0 mg.L? de GAs,
todos suplementados com 3% de sacarose e
solidificados com 2% de phytagel. O pH foi
ajustado para 5,8 e 0s meios foram autoclavados a
120 °C e 1,1 Kgf.cm?, durante 15 minutos. O
delineamento  experimental foi em blocos
casualizados, sendo utilizadas 50 sementes para
cada tratamento.

As culturas foram mantidas a 25 + 1 °C,
iluminadas com ldampadas fluorescentes (Sylvania,
Phillips/luz do dia) com intensidade de 30,0
umoles.m?2.s?, e 16 horas de fotoperiodo. Foram
realizadas observacGes didrias, sendo avaliada a
porcentagem de germinacdo e contaminacdo. A
primeira contagem da germinagdo das sementes
foi aos 7 dias ap6s inoculacéo.



Quando as plantulas atingiram a altura
méaxima livre dos frascos de cultura (10 cm, com
aproximadamente 5 nds), foram utilizadas como
doadoras de explantes para 0s testes com
diferentes concentracbes de BAP (0,1; 0,2; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 mg.L?). Cada explante ou fitémero
constituiu-se de uma regido nodal, sem folhas,
com tamanho aproximado de 1 cm. O
delineamento  experimental foi em blocos
casualizados, sendo utilizados 30 explantes para
cada tratamento, e o0s experimentos foram
realizados em triplicata. Os efeitos das diferentes
concentragdes do regulador de crescimento foram
analisados quanto a taxa de multiplicacdo,
porcentagem de enraizamento e altura das
plantulas, apos trinta dias de cultivo.

O efeito de diferentes concentracGes de
BAP sobre o desenvolvimento da pléantula, quanto
ao nuimero de brotos e de gemas (taxa de
multiplicacdo) e a altura das pléantulas, foi
avaliado por analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey-
Kramer, ao nivel de significancia 5%. Estas
analises foram efetuadas utilizando-se o
Graphpad inStat, versdo 3,01. Para a andlise das
porcentagens de germinacdo e enraizamento,
conforme o meio utilizado, foi usado o teste de
diferenca entre porcentagens (p: € p2) ao nivel de
5% de significancia utilizando-se o Software
Statistica for Windows ™, versédo 5.0 (Silva et al.,
2015).

Apbs serem retiradas dos frascos de cultura,
as plantas, enraizadas, obtidas in vitro (apés 60
dias de cultivo), tiveram suas raizes lavadas em
agua corrente (para a completa remogdo do meio
de cultura) e foram acondicionadas em tubetes
(120 mL), preparados com condicionador de solo
a base de casca de pinus. Os tubetes, com as
plantas, permaneceram por 30 dias, em casa de
vegetagdo, com sistema de nebulizagcdo, com
temperatura média de 27°C, umidade relativa de
50% e luminosidade de 50%. Ao final deste
periodo, foi avaliada a porcentagem de
sobrevivéncia das plantas.

3. Resultados e Discusséo

O processo de desinfestacdo mostrou-se
eficiente, garantindo que 84% das sementes
apresentassem assepsia suficiente para o cultivo in
vitro. Enquanto, o percentual germinativo das
sementes demonstrou ser influenciado pelo meio
de cultura (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo de sementes de
Tabebuia serratifolia. Os valores das colunas com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (nivel de
significancia de 5%).

O melhor tratamento foi com a utilizagéo
do meio MS acrescido de 2,0 mg.L? de GA; +
carvdo ativado, onde foram observados 74,8% de
germinagéo, que se iniciou no 12° dia de cultivo,
seguido do meio MSO + carvdo ativado, onde a
porcentagem de germinagdo foi de 70%. Ja a
utilizacdo dos meios MS0 e MS + 2,0 mg.L de
GA: proporcionaram a germinacgdo de 68 e 66%
das sementes, respectivamente, 50 dias apds a
introducdo in vitro (resultados estatisticamente
semelhantes) (Figura 1).

O carvédo ativado adicionado ao meio de
cultura em concentragbes que variam de 0,3 a
2,0%, cuja acdo é adsorver fendis do meio de
cultura, atuam induzindo o0s processos de
morfogénese e rizogénese. A acdo benefica do
carvdo, segundo Madhusudhanan e Rahiman
(2000), decorre da sua capacidade em aumentar a
atividade do sistema radicular, pois tem a
capacidade de absorver os polifendis produzidos
pelas reagcdes quimicas do meio de cultura, que
podem atuar como inibidores de crescimento.
Desta forma, o sistema radicular se torna mais
eficiente na absorcéo dos nutrientes possibilitando
0 maior crescimento das plantas. Outro beneficio
do carvdo ativado segundo Grattapaglia e
Machado (1998) é que simula a condicdo de
escuro, na qual as raizes se desenvolvem melhor.
A proporcionalidade no incremento em
comprimento de pseudobulbos e comprimento da
maior raiz dentro de determinadas concentracdes



de carvdo reafirmam o relato de Pasqual et al.
(1997) que salientam que, embora o carvao
ativado ndo seja um regulador de crescimento, ele
modifica a composicdo do meio de cultura,
podendo regular ou melhorar o crescimento das
plantas.

O melhor tratamento em relacdo a taxa de
multiplicacdo, foi obtido com a adicdo de 0,2
mg.Lt de BAP ao meio MS, que levou ao
desenvolvimento de 3,14 gemas por explante. Ao
utilizar o meio MS suplementado com 1,0 mg.L™
de BAP, observou-se a producdo de 2,77 gemas,
porém este resultado mostrou-se estatisticamente
semelhante ao obtido em MS0 e MS + 1,5 mg.L™*
BAP (2,73 e 2,65). Com a utilizagéo de 2,0 mg.L?
de BAP, observou-se a formagdo de 2,59 gemas
por explante. Ja os meios de cultura que
mostraram-se menos eficientes quanto a taxa de
multiplicacdo foram os suplementados com 0,1 e
0,5 mg.L*de BAP (2,43:1 e 2,45:1) (Tabela 1.).

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragbes de 6-
Benzilaminopurina no desenvolvimento in vitro de
Tabebuia serratifolia.

Meios de  Taxa de Altura Porcentagem

Cultura Multiplicacdo da de
Plantula  Enraizamento
(cm) (%)

MS0 — 2,73:1° 1,62¢ 202

Controle

MS +0,1

mg.L? 2,43:1¢ 1,07f of

BAP

MS + 0,2

mg.L? 3,14:1° 1,29¢ 5¢

BAP

MS + 0,5

mg.L? 2,45:1¢ 1,74° 6,66¢

BAP

MS +1,0

mg.L? 2,77:1° 1,912 13,33°

BAP

MS+15

mg.L? 2,65:1° 1,16¢ of

BAP

MS+2,0

mg.L? 2,59:1b¢ 1,62¢ 12,5¢

BAP

Valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si (nivel de significancia de
5%).

O efeito de reguladores de crescimento,
naturais e sintéticos, raramente € especifico em
sua influéncia sobre o crescimento e o
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desenvolvimento, e as respostas das células,
tecidos e 6rgdos in vitro podem variar conforme
as condicbes de cultura, o tipo de explante e o
gendtipo da planta utilizada (Gaspar et al., 1996).

O resultado da acdo do fitormonio na planta
pode estar na capacidade dos tecidos vegetais
metabolizarem mais rapidamente os hormonios
naturais do que reguladores de crescimento
artificiais. Entretanto, Grattapaglia e Machado
(1998) relatam que, conforme a espécie, outras
citocininas podem apresentar melhores resultados.
O crescimento e o padrdo de desenvolvimento da
maior parte das plantulas cultivadas in vitro estéo
diretamente relacionados com a composicdo do
meio de cultura e a concentragdo dos reguladores
de crescimento, como o BAP, presentes no meio.
Todavia, 0s mesmos autores relatam ainda que as
quantidades necessarias destas substancias variam
de acordo com o tecido utilizado, bem como com
seus niveis endogenos.

Gaspar et al. (1996) relatam que o meio
nutritivo estd de acordo com a exigéncia da
planta, porém o fator chave da multiplicagdo é a
presenga dos reguladores de crescimento vegetal,
particularmente citocininas e auxinas. O efeito do
BAP na multiplicacdo de brotos esté relacionado
com sua influéncia na divisdo celular e na
liberagdo das gemas auxiliares inibidas pela
dominancia apical (Cordeiro et al., 2004).

Em relaco a altura de brotos, foi observado
que o meio suplementado com 1,0 e 0,5 mg.L™ de
BAP foram os mais eficientes, pois as plantulas
produzidas alcancaram 191 e 1,74 cm,
respectivamente, ap6s 30 dias de cultivo (Tabela
1).

Gonzélez-Rodriguez et al., 2010 relatam
que a utilizacdo de 15 pM (3,4 mg.L?) de BAP
levou a formacdo de plantulas com 28 mm de
altura e 1,7 novos brotos por explante de
Tabebuia donnell-smithii rose, em seis semanas
de cultivo. Enquanto, Suarez et al. (2006), ao
realizar estudos com Tabebuia rosea, obtiveram
2,4 Dbrotos por explante em meio de cultura
contendo 2,2 uM (0,5 mg.L?) de BAP, com altura
média de 1,6 cm.

Quanto ao enraizamento das pléntulas, a
taxa maxima de enraizamento (20%) foi obtida
em meio MSO e no MS acrescido de 1,0 mg.Lde
BAP (13,33%). J& 0 meio suplementado com 0,1 e
1,5 mg.L't de BAP ndo promoveu enraizamento,
em 30 dias de cultivo (Tabela 1).



O procedimento de aclimatizagdo utilizado
para Tabebuia serratifolia cultivada in vitro,
provenientes dos meios de cultura que
promoveram o enraizamento, foi bem sucedido,
obtendo-se uma taxa de sobrevivéncia de 88% (n
= 60). As plantas aclimatizadas ndo exibiram
qualquer anomalia morfolégica ou variag&o.

O sucesso no enraizamento e aclimatizacéo
das plantas sdo fundamentais para a cultura in
vitro de espécies para colecdo e conservagdo. Uma
vez enraizadas e aclimatizadas, as plantas sédo
normalmente utilizadas para programas de re-
estabelecimento ou para colecBes de jardins
boténicos (Sarasan et al., 2006).

As mudas de Tabebuia serratifolia
produzidas em MSO podem ser aclimatizadas a
partir de 60 dias de cultivo, pois nesta fase ja se
encontram enraizadas (100%).

A proliferacdo de raizes em micro estacas
cultivadas in vitro é critica para o sucesso do
estabelecimento destas em casa de vegetacéo e no
campo. Por um longo tempo, o enraizamento foi
considerado como uma fase singular do processo,
mas estudos levaram a divisdo do processo de
formagdo de raizes adventicias em varias fases
sucessivas e interdependentes (Souza e Pereira,
2007; Gaspar et al., 1996).

4. Concluséo

O processo de desinfestacdo utilizado
mostrou-se eficiente, garantindo a assepsia de
84% das sementes. Enquanto, o percentual
germinativo das sementes demonstrou ser
influenciado pelo meio de cultura, pois o melhor
tratamento testado foi com a utilizagdo do meio
MS acrescido de 2,0 mg.Lt de GA; + carvdo
ativado, onde foram observados 74,8% de
germinagé&o.

O protocolo de micropropagacdo aqui
estabelecido é adequado para a producdo de
plantas de T. serratifolia, uma vez que utiliza
baixas concentracdes de BAP (0,2 mg.L?) para a
multiplicacdo in vitro (3,14:1, aos 30 dias de
cultivo).

As plantas enraizadas foram aclimatizadas
com sucesso (88% de sobrevivéncia), sem
exibicdo de qualquer anomalia morfoldgica ou
variagao.

Divulgagéo
Este artigo é inédito e ndo esta sendo considerado
para qualquer outra publicacdo. O(s) autor(es) e
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revisores ndo relataram qualquer conflito de
interesse durante a sua avaliacdo. Logo, a revista
Scientia Amazonia detém os direitos autorais, tem
a aprovacdo e a permissdo dos autores para
divulgacéo, deste artigo, por meio eletronico.
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