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MICROPRO PAGAQAO

DE COPAIBA

Resumo

Copaifera langsdorffiiDesf.(copaiba,
copaiba vermelha, pau d’éleo), per-
tencente a familia Leguminosae -
Caesalpinioideae, é uma espécie
arbérea que ocorre no Bioma Cerra-
do, muito conhecida por suas propri-
edades medicinais, como também
por suas utilizacoes madeireiras e
ornamentais. O objetivo deste traba-
lho foi o estabelecimento de
metodologias para a germinacao in
vitroe micropropagacao de copaiba.
Sementes e segmentos nodais de
ramos de individuos adultos de
copaiba foram submetidos a diferen-
tes protocolos de desinfestacao e
cultivo invitro. O fungicida Benomyl
nao foi eficaz nos tratamentos de
desinfestacio de sementes, no en-
tanto, foi eficaz para a desinfestacio
de segmentos nodais de plantas adul-
tas. Os tempos de imersio em
hipoclorito de sédio que proporcio-
naram melhores resultados foram os
acima de 15 minutos. Para a germi-
nacdo in vitro, o meio contendo
ponte de papel filtro sobre dgua
destilada apresentou o mais alto va-
lor de germinabilidade (75%) em
relacio aos demais testados. A
escarificacio mecanica realizada
apresentou os mais baixos valores
de germinabilidade quando associa-
da aos mais altos tempos de
desinfestaciao, 45,8% e 50% para 45
e 60 minutos, respectivamente. O
estabelecimento in vitro de
explantes de plantas adultas nao foi
bem sucedido, pois as metodologias
utilizadas provocaram o}
escurecimento e a morte dos

Propagagdo in vitro de Copaifera langsdorffii Desf

explantes. Na multiplicacao in vitro
utilizando segmentos nodais e 4pi-
ces de plantulas, o n6 cotiledonar
proporcionou melhor resposta em
relacioa gema apical.

O enraizamento foi testado em
meio % MS desprovido e acrescido
de 10% de carvao ativo, e em expe-
rimento fatorial (2 x 3): AIB(0e 0,1
mg.L1) e AIA (0; 0,1 e 0,5 mg.L™"),
com 10% de carvao ativo. O
enraizamento ocorreu em brotos
cultivados em meio % MS acrescido
de 0,5mg.L"' de AIA e 0,1 mg.L" de
AIB + 0,1 mg.L"' de AIA. O carvao
ativo nio favoreceu maior nimero
de brotos enraizados. A maior por-
centagem de enraizamento observa-
da foi baixa (16%) e nido diferiu
significativamente dos outros trata-
mentos. Todasas plantulas enraizadas
foramaclimatadas.

Summary

Copaiba (Copaifera langsdorffii
Dest.) it is a woody tree specie of
the Leguminosae family which has
medicinal uses, lumber and orna-
mental uses. The aim of this work
was the establishment of
methodologies for the in vitro
germination and micropropagation.
Seeds and nodal segments of
branches of adult individuals of
copaiba had been submitted the
different protocols of disinfestation
and in vitro culture. The Benomyl
fungicide was indifferent in the
treatments of disinfestation of seeds,
however, was efficient for the nodal
segments disinfestations of adult
plants.The times of immersion in
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sodium hypochlorite that they had
provided better resulted had been
above of 15 minutes. For the in
vitro germination, the medium
contend paper bridge filter on
distilled water presented the highest
value of germination percentage
(75%) than the other treatments
tested. The mechanical scarification
realized presented the lowest values
when associated to the highest times
of desinfestacao, 45.8% and 50% for
45 and 00 minutes, respectively.
The in vitro establishment of
explantes of adult plants was not
successful, therefore the used
methodologies had provoked the
blackout and the death of the
explantes. In the in wvitro
multiplication using nodal segments
and stem apex of seedlings, the
cotyledonary node presented better
results than apical apex. Two
experiments were tested in %4 MS
medium without and with 10% of
active charcoal, and in factorial
arrangement experiment (2 x 3):
AIB (0 e 0,1 mg.L-1) and AIA (0; 0,1
e 0,5 mg.L-1), added 10% of active
charcoal. The rooted plants was better
in shoots cultivated in medium %4 MS
which increased 0.5 mg.L-1 of AIA
and 0.1 mg.L-1 of AIBand 0.1 mg.L-
1 of AIA. The greater rooting
percentage observed was low in both
treatments (16%) and didn’t differ
significantly from the other
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treatments. The active coarchal did
not effective in more number of
rooted shoots. All rooted plants had
beenacclimatized.

Introduciao

A copaiba vermelha (Copaifera
langsdorffiiDesf.) € uma espécie da
familia Leguminosae -
Caesalpinioideae de ocorréncia na-
tural principalmente em Minas Ge-
rais, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo e Parani, sendo também en-
contrada em outros estados brasilei-
ros abrangidos pelo Bioma Cerrado
(Lorenzi, 1992; Almeida et al., 1998;
Vieira et al., 2002).

Esta espécie possui utilizagdes
madeireira, medicinal e ornamental
(Almeida et al., 1998). A madeira é
moderadamente pesada e resistente
ao ataque de xiléfagos, sendo
indicada para a construgio civil, con-
feccao de moveis, pecgas torneadas,
possuindo também outros usos
(Lorenzi, 1992; Paula & Alves, 1997).
Medicinalmente ¢ utilizada devido
ao Oleo extraido de seu fuste,
antiinflamatério, cicatrizante e para
problemas de pele (Lorenzi, 2002;
Veiga Jr. & Pinto, 2002).

Alémdisso, possui potencial para
a arborizacdo urbana (Machado et
al., 1991; Lorenzi, 1992). E reco-
mendada para paisagismo urbano
devidoa beleza da forma e elegincia
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Figura 1: Desenvolvimento pos-seminal in
vitro de Copaifera lansdorffii Desf.

a) Germinacao em ponte de papel filtro aos
15 dias da inoculac¢ao;

b) Germinacao em agar - agua aos 15 dias
da inoculacao;

¢) Plantula com os foliolos avermelhados
aos 22 dias da inoculacao;

d) Plantula com os foliolos verdes aos 30
dias da inoculacao.

da copa, que mostra tonalidade ver-
melho-vindceo em funcao das folhas
recém-brotadas apésa frutificacio. E
recomendada para arborizagio de
estacionamentos, pois a drvore fica
desfolhada apenas parcialmente por
um curto periodo de tempo (Macha-
doetal., 1991; Lorenzzi, 1992), além

Plantulas normais

Germinacgéo

MS

Figura 2: Efeito dos meios de cultivo sobre o porcentual de germinacao e desenvolvimento de plantulas in vitro de Copaifera
langsdorffii aos 33 dias. Médias com letras iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey, p < 0,05).
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Figura 3: Efeito dos meios de cultivo sobre a massa seca (expresso em porcentagem
de massa fresca) de plantulas de Copaifera langsdorffii aos 22 dias. Médias com letras
iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey, p < 0,05).

A2

1,2

o 08
98
S8 06
5% o4
Oc 7| o1677a
0’2 L_/

20

Tempo de imersdo em minutos

0,3333a

0
<P

0,8333a
la

0,5a

Sem Benomyl

Com Benomyl

25

Figura 4: Efeito do tempo de imersao em hipoclorito de sédio e do Benomyl sobre
a infestagao de sementes de Copaifera langsdor/fii, no 15° dia da inoculagao (Tukey,

p < 0,05).

de apresentar frutos leves e peque-
nos e sistema radicular profundo
(Machado et al., 1992).

E uma planta climaxica na ca-
deia de sucessao ecologica (Bezerra
etal., 2002), semidecidua, helidfita,
seletiva xerofita e caracteristica das
regides de transi¢ao de cerrado para
floresta latifoliada semidecidua
(Lorenzi, 1992). Produz todo ano
uma grande quantidade de semen-
tes, amplamente disseminadas por
pdssaros e roedores, que comem o
arilo envolvente (Lorenzi, 1992;
Almeida et al., 1998).

Desta forma, em func¢io da sua
importancia ecolégica e econdmica
¢ uma espécie prioritaria nas acoes

relativas a conservacio in situ e in
vitroda espécie (Vieira et al., 2002).
Além disso, é uma espécie que se
encontra na lista de espécies
ameacadas de extinc¢io (Siqueira &
Nogueira, 1992).

O conhecimento de metodolo-
gias de propagacio é, portanto, fun-
damental para a preservacio da es-
pécie. Deacordo coma literatura, as
sementes possuem elevada germi-
nabilidade quando submetidas a es-
carificacio mecinica (Machado et al.,
1992) ou quimica (Bezerra et al.,
2002). Entretanto, a reproduc¢do se-
xuada apresenta algumas limitacoes:
as sementes sao produzidas durante
um curto periodo, de julho a setem-

bro (Lorenzi et al., 1992; Almeida et
al., 1998) e mostram queda de via-
bilidade e diminuiciao da velocidade
de germinacio, ao longo do tempo
de armazenamento, em temperatu-
ra ambiente (Santos Jr. & Felipe,
1990).

Assim, apesarda literatura clas-
sificara semente desta espécie como
ortodoxa (Eira et al., 1992), a perda
de viabilidade ao longo do tempo
indica que as sementes apresentam
um certo grau de recalcitrincia. Por-
tanto, a semente de copaiba apre-
sentaria caracteristicas intermedidri-
as, entre ortodoxa e recalcitrante, tal
como observado em outras espéci-
es, como por exemplo em Eugenia
dysenterica (Andrade et al., 2003).

Outra limitacao da reproducio
sexuada é o longo periodo para a
obten¢ao de gendtipos com caracte-
risticas agronomicas desejdveis, em
programas de melhoramento gené-
tico.

Essas caracteristicas da espécie
juntamente a autoincompatibilidade
e auséncia de apomixia (Freitas &
Oliveira, 2002; Oliveira et al., 2002),
atestam a necessidade de ampliar o
conhecimento sobre a propagacao
de C. langsdorffii.

Dentro desse contexto, a pro-
pagacao in vitro é uma alternativaa
ser considerada para a produciao em
larga escala de mudas de plantas
nativas do Cerrado (Melo et al., 1998).
Entre as técnicas que poderiam ser
utilizadas, podem-se citara germina-
cao de sementes in vitro e a
micropropagacio a partir de seg-
mentos nodais e dpices caulinares de
plantulas ou individuos adultos.

Em plantas lenhosas, a utiliza-
¢do de explantes provenientes de
plantasadultas € vantajosa, uma vez
que permite a reproducio de
gendtipos conhecidos (Bhojwani &
Razdan, 1983). Entretanto, esses
explantes apresentam uma maior di-
ficuldade para o estabelecimento in
vitro, pois estao sujeitos a infeccio
interna e externa por microrganis-
mos dificeis de eliminar (Melo et al.,
1998).

Além disso, explantes proveni-
entes de plantas adultas apresen-
tam, em geral, tecidos com baixa
capacidade morfogenética muito co-
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Figura 5: Efeito do tempo de imersao em hipoclorito de sédio e do Benomyl sobre
o ndmero de sementes contaminadas de Copaifera langsdorffii, no 15° dia da

inoculacao (Tukey, p < 0,05).
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Figura 6: Efeito do tempo de imersao em hipoclorito de sodio e da escarificacao
mecinica sobre a germinacao in vitro de Copaifera langsdorffii, no 15° dia da
inoculacao. Médias com letras iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey,

p < 0,05).
mum em leguminosas arboéreas
(Trigiano et al., 1992). Para serem
reativados sao utilizadas técnicas de
rejuvenescimento (Huang el al.,
1990), como a microenxertia (Paz &
Pasqual, 1998). Face ao exposto, sob
o ponto de vista fisioloégico e expe-
rimental, para estabelecer um proto-
colo de propagacio in vitro para
espécies lenhosas € mais vidvel tec-
nicamente trabalhar com plantulas
germinadas in vitro.

Nessas condi¢des os explantes
se encontram em estdgio juvenil,
possuindo maior capacidade de cres-

cimento e resposta dos tecidos. Des-
ta forma € possivel conduzir inime-
ros experimentos testando
fitohormoénios e fitoreguladores
(Grattapaglia & Machado, 1998;
Pradhan et al., 1998).

A germinagao de sementes in
vitro permite, freqientemente, uma
maior germinabilidade das sementes
do que em viveiros, provavelmente
porque estas sio mais adequadas aos
processos de germinac¢io e desen-
volvimento inicial da plantula. Esta
técnica também € necessaria para a
produgao de porta-enxertos utiliza-
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Sem Benomyl

Com Benomyl

dos na microenxertia (Paz & Pasqual,
1998; Prakash et al., 1999; Pio et al.,
200D).

Dentro desse contexto, este tra-
balho tem como objetivos determi-
naras condi¢coes mais favordveis para
a germinacido in vitro e estabelecer
um protocolo de micropropagag¢ioa
partir de segmentos nodais e dpices
caulinares, de plantulas e plantas
adultas, testando diferentes concen-
tracoes de hormonios e reguladores
de crescimento.

Material e métodos

1 - Coleta, processamento
pos-coleta e armazenamento

Sementes e ramos jovens e adul-
tos de Copaifera langsdor(fii Desf.
foram coletadas em agosto de 2002,
de matrizes localizadas em Brasilia-
DF, na margem da Avenida das Na-
¢oes e proxima a Procuradoria Geral
da Republica (15°48,4” S; 47°51,0”
W). Exsicatas foram depositadas no
herbirio da Universidade de Brasilia
sob o nimero de tombo UB12602.
Ap6s a coleta, as sementes sadias
foram armazenadas em recipientes
plasticos perfurados, mantendo seus
arilos (Almeida et al., 1998), durante
2 meses a 4 °C, até o momento de
sua utilizacdo. Sementes atrofiadas,
atacadas por insetos ou que possui-
amalguma injuria foram eliminadas,
juntamente com outras impurezas.

2 - Germinac3ao in vitro

2.1 - Experimento 1: Influén-
cia do meio de cultivo na germina-
cao de sementes e no desenvolvi-
mento de plantulas.

As sementes foram escarificadas
mecanicamente, através de puncio
na testa com bisturi, a fim de quebrar
adorméncia tegumentar (Almeida et
al., 1998). Em seguida, as sementes
foram previamente submetidas a dois
diferentes procedimentos de
desinfestacao em camara de fluxo
laminar:

Procedimento 1

a)Imersiao em solugdo alcodlica
a 70%, durante 1 minuto;

b)Imersio em hipoclorito de
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Figura 7: Efeito do tempo de imersao em hipoclorito de soédio e da escariticacao
mecanica sobre o numero in vitro de Copaifera langsdorffii, no 15° dia da
inoculagcao.Médias com letras iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey,

P <0,05).
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Figura 8: Efeito do tempo de imersao em hipoclorito de sédio (2,5%) na porcentagem
de germinacao de Copaifera langsdorffii aos 53 dias da inoculacao. Médias com
letras iguais nao diferem entre si significativamente (LSD, p < 0,05).

sodioa 2,5% de cloro ativo, durante
10, 15, 20 e 25 minutos;

o)Trés enxdaglies em dgua desti-
lada e autoclavada.

Procedimento 2

a)Imersio em solucio alcodlica
a 70% contendo Benomyla 20 g.L'!,
durante 3 horas;

b)Imersio em solug¢aoalcodlica
a 70%, durante 1 minuto;

olmersao em hipoclorito de
so6dioa 2,5% de cloro ativo, durante
10, 15, 20 e 25 minutos;

d)Trés enxdaglies emagua desti-
lada e autoclavada.

Apésadesinfestacio, as semen-
tes foram inoculadas em tubos de
ensaio, contendo 15 mL de meio por

tubo, e com lampadas fluorescentes
(luz do dia) de 40W, e cultivadas em
diferentes condi¢des de cultivo in
vitro: em meio dgua-dgara 7 g.L';
em meio MS (Murashige & Skoog,
1962), sem sacarose e gelificado com
6 g.L'' de agar; em ponte de papel
filtro utilizando dgua destilada
deionizada como meio, e em ponte
de papelfiltro sobre meio MS liquido
e sem sacarose. Os tubos foram fe-
chados com tampas pldsticas e veda-
dos com filme de PVC. Foram obser-
vados o nimero de sementes conta-
minadas e a intensidade de infestacio,
atribuindo-se valor de 0 a 5 para
qualificara infestacao. Nessas condi-
coes, observou-se diariamente a ger-
minacao das sementes e o ndmero
de plantulas formadas além da maté-

ria seca média das plantulas normais
apos todas terem se desenvolvido.
Considerou-se a semente como ger-
minada apds a emissiao do hipocétilo.
Para a avaliacio dos procedimentos
de desinfestacdo foram realizadas 6
repeti¢des com 1 semente em cada,
atribuindo-se o valor de 0 a 5 para
qualificara intensidade de infestacio.
As plantulas consideradas normais e
formadas foram aquelas que possui-
am hipocétilo, epicétilo e edfilos
bem expandidos e verdes. Todas as
manipulagdes foram realizadas sob
condi¢des assépticas em cimara de
fluxo laminar horizontal. As culturas
foram mantidas em sala de cresci-
mento.

2.2 - Experimento 2: Influéncia
da escarificacio e do tempo de
desinfestacio na germinacio in vitro

Sementes previamente
escarificadas, da mesma forma que
foi realizada no experimento anteri-
or, e um controle sem escarificaciao
foram desinfestadas em banhos su-
cessivos de dlcool 70% (15 min.),
hipoclorito de sédio a 2,5% em dife-
rentes periodos (15, 30, 45 e 60
min.) e trés banhos de 4gua destilada
e autoclavada.

Em seguida as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio (25 x
150 mm) contendo ponte de papel
de filtro sobre dgua destilada e
autoclavada. O delineamento expe-
rimental adotado foi o fatorial (2 x4)
com 4 sementes, contendo 6 semen-
tes em cada repeti¢do. A
germinabilidade foi observada diari-
amente durante o periodo necessa-
rio para que todas as sementes vid-
veis germinassem. Tal como no ex-
perimento anterior, foram observa-
dos o nimero de sementes contami-
nadas e a intensidade de infestacao,
atribuindo-se valor de 0 a 5 para
qualificar o grau de infestacio.

3- Estabelecimento de culturas a
partir de segmentos nodais de
plantas adultas

Segmentos nodais de ramos jo-
vens e lenhosos de arvores adultas
de C. langsdorffiiforam previamen-
te lavados e submetidos a dois pro-
cedimentos de desinfestacio em
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Figura 9: Efeito da Benzilaminopurina (BAP) e do Acido Indolacético (AIA) sobre
o numero médio de brotos de Copaifera langsdorffii aos 60 dias de cultura. Barras
em branco e preto representam os nos cotiledonares e dpices, respectivamente.
Médias com letras iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey, p < 0,05).
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Figura 10: Efeito da Benzilaminopurina (BAP) e do Acido indolacético (AIA) sobre
o comprimento médio debrotos de Copaifera langsdorffii aos 60 dias de cultura.
Colunas em branco e preto representam os nos cotiledonares e dpices, respectiva-

mente (Tukey, p < 0,05).

camara de fluxo laminar, através de
sucessivas imersoes em solucoes
germicidas. O procedimento 1 cons-
tou de 1 minuto em alcool 70%, 15
minutos em hipoclorito de sédio a
2,5% de cloro ativo e trés enxdglies
em 4gua destilada e autoclavada. O
procedimento 2 foi semelhante ao 1
acrescido de um banho em solucao
de Benomyl (10 g.L'") durante 30
segundos.

Ap6s a desinfestacdo, os
explantes foram inoculados em meio
2 MS e, ap6s 15 dias, foram observa-

dosa porcentagem de desinfestacio
e a sobrevivéncia dos explantes ino-
culados. Foram inoculados 48
explantes por tratamento de
desinfestacio.

4 - Multiplicacio in vitro a partir
de segmentos nodais e apices de
plantulas

Plantulas obtidas a partir de se-
mentes germinadas in vitro foram
seccionadas em explantes nodais
cotiledonares e apicais caulinares de
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2,0 cm de comprimento. Esses
explantes foram inoculados em vi-
dros (60 x 130mm) com 40 mL de
meio por vidro, fechados com tam-
pas pldsticas e vedados com filme de
PVC. As culturas foram mantidas em
meio ¥2 MS com 6% de dgar e 2% de
sacarose, com diferentes concentra-
¢oes de BAP (0; 0,1 e 0,5mg.L") e
ATIA (0 e 0,1 mg.L'') formando um
delineamento experimental fatorial
(2 x 3) com diferentes nimeros de
repeti¢des. Contudo, cada tratamen-
to continha o nimero minimo de 5
repeticoes. Aos 60 dias da inoculacio,
foram avaliados o numero de
brotacdes por explante, o tamanho
dos brotos, a ocorréncia ou nao de
enraizamento e a presenca de calo
na regido proximal dos explantes. As
culturas foram mantidas em sala de
crescimento nas mesmas condicoes
dos experimentos anteriores.

5 - Enraizamento

5.1 - Experimento 1: Efeito do
carvao ativo sobre o enraizamento
in vitro

O enraizamento in vitrofoi tes-
tado utilizando brotagdes obtidas do
experimento de multiplicacdo. Es-
ses brotos foram inoculados em meio
Y% MS com 0% de dgar e 1% de
sacarose na auséncia de carvao, e
com 10% (p/v) de carviao ativo. Fo-
ram realizadas 6 repeti¢des por tra-
tamento com um broto em cada
repeticao.

5.2 - Experimento 2: Influén-
ciado AIB e do AIA no enraizamento
in vitro

Da mesma forma que o experi-
mento anterior, também foram utili-
zadas brotagdes obtidas do experi-
mento de multiplicacio. Esses bro-
tos foram inoculados em meio %4 MS
com 6gdedgar, 1gde sacarose e 10g
de carvao ativo com diferentes con-
centracoes de AIB (0 e 0,1 mg.L'H e
AIA (0; 0,1 e 0,5 mg.L') formando
um delineamento experimental
fatorial (2 x 3).

6 - Aclimatac¢iao

A aclimacao foi realizada reti-
rando-se as vitroplantulas dos vidros,
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Figura 11: Influéncia da Benzilaminopurina (BAP) e do Acido Indolacético (AIA)
sobre a formacao de calos basais em explantes (nodais cotiledonares e apicais) de
Copaifera langsdorffii aos 60 dias de cultura. Médias com letras iguais nao diferem
entre si significativamente (Tukey, p < 0,05).

removendo os residuos de meio de
cultura através da lavagem comdgua
destilada, e o posterior plantio em
copos plasticos de 200 mL contendo
vermiculita esterilizada umedecida
com dgua autoclavada. Os copos fo-
ram cobertos com sacos plasticos.
Atualmente essas plantulas encon-
tram-se em sala de crescimento,
porém os sacos pldsticos foram re-
tirados no 7°dia.

7 - Analise estatistica

Os dados observados foram sub-
metidos a andlise de varidncia sim-
plesassociada ao teste F utilizando o
programa Statistix 7.0. Quando o
valor de F foi significativo, utilizou-
se o teste de Tukey (p <0,05) e LSD
(p < 0,05). Também se utilizou o
teste do Qui-quadrado (p < 0,05)
para a comparacao de freqiiéncias.
As diferencas significativas foram
representadas com letras diferentes
seguidas das médias.

Resultados
1 - Germinac3o in vitro

1.1 - Experimento 1

A germinacgao in vitro (Figuras
la e 1b), em ponte de papel filtro
sobre dgua destilada e autoclavada,
apresentou 75% o valor maximo aos
22 dias. As outras condi¢des de cul-

tivo: ponte-MS, dgar-dgua e dgar-MS
apresentaram 54%, 38% e 17%, res-
pectivamente. No entanto, somente
a porcentagem de germinacio do
meiodgar-MS foi significativamente
menor que a do meio ponte-dgua.
No 33 dia de cultivo a porcen-
tagem maxima de plantulas normais
foi atingida. Essa porcentagem foi
numericamente inferior ao ndmero
de sementes germinadas em todos
os tratamentos (Figura 2). Os meios
que apresentaram as mais altas por-
centagens de plantulas normais foi o
meio ponte-dgua (47%), seguido por
ponte-MS (45,8%), que nao diferi-
ram significamente entre si. O meio
agar-MS apresentou a menor por-

centagem (16,6%) que diferiu signi-
ficativamente dos meios ponte-dgar
e ponte-MS.

A relagao porcentual entre ma-
téria seca e fresca foi menor (18,9%)
no meio ponte-dgua (Figura 2). En-
tretanto, somente o meio agar-MS
apresentou valor significativamente
superior (24,7 %).

Em todos os tratamentos o grau
de infestacao foi baixo, variando de 0
a 1 (Figura 3). O porcentual maximo
de 30% (Figura 4). A imersao prévia
em Benomyl ndo reduziuainfestacio.
Nao ha diferencas significativas nos
diferentes tempos de imersio em
hipoclorito de sédio nos tratamentos
testados (Figura 4 e 5).

1.2 - Experimento 2

No 15° dia da inoculacdo, as
sementes nao escarificadas e sub-
metidas durante 15 minutos em
hipoclorito de sédio apresentaram
um grau de infestac¢io significativa-
mente superior aos demais trata-
mentos testados (Figura 6 e 7). Se-
mentes escarificadas tratadas duran-
te 15 minutos em hipoclorito, bem
COMo NOs outros tratamentos cujos
tempos de imersao foram acima de
15 minutos, apresentando baixo grau
de infestacgao.

Aos 53 dias da inoculacio, a
porcentagem de sementes nao
escarificadas germinadas nao diferiu
significativamente entre si nos dife-
rentes tempos de imersao testados
(Figura 8). Em 060 minutos de
imersio, o numero de sementes

Figura 12: Etapa de multiplicacao in vitro de Copaifera langsdorffii Desf.
a) Brotos formados em %2 MS acrescido de 0,5 mg.L* de BAP aos 60 dias de cultura;
b) Enraizamento no meio de multiplicacao em Y2 MS acrescido de 0,5 mg.L* de BAP

+ 0,1 mg.L! de AIA aos 60 dias de cultura.
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Figura 13: Efeito da Benzilaminopurina (BAP) e do Acido Indolacético (AIA) sobre
a formacao de raizes de Copaifera langsdorffii no meio de multiplicacao aos 60 dias
de cultura. Médias com letras iguais nao diferem entre si significativamente (Tukey,

p <0,05).

Figura 14: Estabelecimento in vitro de explantes de planta adulta de Copaifera
langsdorffii, aos 6 dias da inoculag¢o.

escarificadas que germinaram foi sig-
nificativamente inferior as nao
escarificadas.

3 - Multiplicacao in vitro a partir
de segmentos nodais e apices de
plantulas

Os tratamentos que proporcio-
naram maior nimero de brotos fo-
ram 0,1 mg.L'e0,5mg.L"'de BAP,
adicionadosde 0,1 mg.L"' de AIA em
explantes nodais cotiledonares (2,28
brotos por explante para ambos),
como mostra a Figura 9. No entanto,
esses tratamentos nio diferiram sig-
nificativamente (Tukey, p < 0,05)
dos demais explantes nodais e
apicais, exceto os dos tratamentos
0,5 mg.L'* de BAP; e 0,1 mg.L* de

BAP + 0,1 mg.L" de AIA para dpices
(1,0 broto por explantes para am-
bos). Os tratamentos que proporcio-
naram maior comprimento dos bro-
tos foram os tratamentos 0,1 mg.L"
de AIA (3,35 cm/broto) e 0,5 mg.L-
'de BAP (3,30 cm por broto), forma-
dos a partir de explantes nodais
cotiledonares (Figura 10). Esses tra-
tamentos nao diferiram significativa-
mente entre si (Tukey, p < 0,05) e
dos demais tratamentos do mesmo
explante, exceto do tratamento sem
BAP e AIA (1,31 cm por broto).
Também diferiram significativamen-
te dos tratamentos 0,1 mg.L"' de BAP
+0,1 mg.L'' de AIA e 0,1 mg.L"' de
AIA, aplicados em dpices (0,7 cm
por broto para ambos). Os explantes
nodais cotiledonares apresentaram
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maior nimero de brotos por explante
e brotos de maior comprimento em
relacioaos apicais.

Os tratamentos que apresenta-
ram maior ocorréncia significativa de
explantes com calos na regido
proximal foram os que continham
BAP no meio de cultura (Figura 11).
A presenca de AIA nao influenciou
significativamente no aumento da
freqiéncia de calos basais nos
explantes.

O enraizamento durante a fase
de multiplicacao (Figura 12b) ocor-
reu no meio sem BAP e ATA (11%) e
no meio com 0,1 mg.L* (37,5%).
Contudo, ndo foram significativamen-
te diferentes dos demais tratamen-
tos onde a porcentagem de
enraizamento apresentou o valor de
0% (Figura 13).

4 - Estabelecimento de culturas
a partir de segmentos nodais de
plantas adultas

A porcentagem de desinfestacao
foi 92% e 60% (X?, p < 0,05) para o
procedimento com e sem banho de
imersao de Benomyl, respectivamen-
te. Entretanto, nenhum dos explantes
de plantasadultas inoculados in vitro
sobreviveu aos t(ratamentos
desinfestaciao, apresentando necrose
dos tecidos e liberacao de substanci-
as que escureceram o meio de cultu-
ra (Figura 14).

5 - Enraizamento

5.1 - Experimento 1

Aos 30 e 60 dias de cultura nao
ocorreu o enraizamento de brotos
em nenhum dos tratamentos realiza-
dos. Entretanto, aos 75 dias de cultu-
ra (Tabela 1), 16% das plantulas do
tratamento sem carvao haviam en-
raizado, apesar desse resultado nao
ser significativo.

5.2 - Experimento 2

Como no experimento 1,a0s 30
e 60 dias nenhum dos brotos enraiza-
ram nos diferentes tratamentos tes-
tados (Tabela 2). Porém, aos 75 dias
de cultura, 16% dos brotos enraiza-
ram em 0,5 mg.L' de AIA e em 0,1
mg.L'de AIBacrescidode 0,1 mg.L-
tde AIA (Tabela 2). No entanto nao



Figura 15: Vitroplantula de Copaifera langsdorffii Desf.

a) Enraizada no meio % MS acrescido de 0,1 mg.L de AIA e 0,1 mg.L de AIB aos 75

dias de inoculacao,
setas indicam as raizes adventiceas;

b) Aclimatacao aos 45 dias. Setas indicam raizes adventiceas e ponta de seta indica

raiz secundaria.

Tabela 1: Efeito do carvao ativo sobre o enraizamento in vitro de C. langsdorffii aos

75 dias de cultura.

Porcentagem de enraizamento
il
Tratamento (mg.L?) X (p < 0,05)

Sem carvao 16 % "

Com carvao 0

n==6

Tabela 2: Efeito do Acido Indolacético (AIA) e do Acido Indolbutirico (AIB) sobre
o enraizamento in vitro de C. langsdorffii aos 75 dias de cultura.

Tratamento (mg.L?) Porcenta)%frqu Cieot?gé;:lizamento
0 0
0,1 AIA 5
0,5 AIA 16%"s
0,1 AIB 0
0,1 AIB + 0,1 AIA P—
0,1 AB + 0,5 AIA 0

n==6
houve diferencas significativas entre
esses tratamentos e os demais.

Morfologicamente, as vitroplan-
tulas (Figura 15a) apresentaram sis-
tema radicular formado por duas ra-
izesadventicias. A formagao de calos
entre as raizes e a base do broto nao

foi observada.
6 - Aclimatac¢iao

Observagdes no 45° dia apos o
inicio desta fase mostraram todas as
vitroplantulas enraizadas se
aclimataram. O sistema radicular se

desenvolveuatravés doalongamen-
to das raizes adventicias e da forma-
cao de raizes secunddrias, contudo
nao houve crescimento da parte aé-
rea (Figura 15b).

Discussao e conclusoes

Os resultados alcancados nos
experimentos de desinfestacio de
sementes foram satisfatérios. Tem-
pos de imersao em hipoclorito de
so6dio acima de 15 minutos foram,
em geral, mais eficientes e nao dife-
riram significativamente entre si. O
tempo de imersao em hipoclorito de
sodio ndo alterou de forma significa-
tivaa germinabilidade das sementes,
exceto quando estas foram
escarificadas e submetidas a 60 mi-
nutos de imersao.

Apesar de indicado para dimi-
nuir a incidéncia de contaminacio
por microrganismos (Melo et al.,
1998), o fungicida Benomyl, cuja
agao é sistémica, nao atuou significa-
tivamente sobre o grau de infesta¢io
de sementes de Copaifera
langsdorffii.

Entre as condicoes de cultivo
utilizadas para a germinacao in vitro,
a que proporcionou melhor resulta-
do foi aquela na qual as sementes
germinaram em ponte de papel fil-
tro sobre dgua destilada e deionizada.
A presenca de 4gar, sais minerais e
sacarose, provavelmente, interferiu
no potencial osmético do meio, de
modo a tornd-lo menor emrelacioa
dgua pura e, desta forma, influenci-
ando na germinabilidade das semen-
tes (Bewley & Black, 1994). Essa
hipotese ¢é sustentada pela menor
matéria seca relativa das plantulas
em ponte-igua, o que indica maior
hidratacao das plantulas desse trata-
mento em relacdo aos demais.

Portanto, em Copaifera
langsdorfii,a germina¢io em ponte
de papel de filtro sobre dgua destila-
da proporciona maior nimero de
plantulas para a reproduc¢io sexuada,
como também maior nimero de
explantes para a micropropagacao.
Além disso, quando o objetivo € a
producio de plantulas in vitro, esse
método permite a transferéncia mais
facil e menos traumdtica do sistema
radicular. Assim, a germinacio em
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ponte de papel filtro é mais pratica
eainda apresentaa vantagem de ter
custo mais reduzido, quando compa-
rada com em meio gelificado com
dgar, podendo serindicada para fins
cientificos e comerciais.

Apesar do exposto anteriormen-
te, em inimeros trabalhos a germi-
nacao in vitroé realizada emagar, e
muitas vezes contendo sacarose, que
também reduz o potencial osmético
(Bewley & Black, 1994) do meio de
cultura. Constatou-se em Copaifera
langsdorffii que o aumento da con-
centracdo de sacarose no meio de
cultura MS reduziu a germinabilidade
das sementes; e a maior porcenta-
gem de germinac¢io ocorreu na au-
séncia de sacarose (Azevedo, 2003).

Outra técnica de germinagao in
vitro que poderia ser testada para
esta espécie € oisolamento e cultivo
de eixos embriondrios. O cultivo de
embrides zigdticos in vitro é uma
técnica que tem sido utilizada para
superar a dorméncia fisiolégica de
sementes, estudar aspectos
nutricionais e fisiolégicos do desen-
volvimento do embrido e principal-
mente como fonte de explantes,
pois os embrides sdo constituidos de
tecidos de elevada totipoténcia (Hu
& Ferreira, 1998).

Na multiplicagio a partir de
explantes de plantulas, constatou-se
que a melhor resposta foi observada
nos explantes nodais cotiledonares.
Em Dalbergia sissoo, a proliferacioa
partir de n6s cotiledonares também
apresentou melhores resultados em
relacido aos demais explantes testa-
dos (Pradhan et al., 1998).

Nas concentragdes testadas, a
BAP nido aumentou o numero de
brotos por explantes. Da mesma for-
ma, a associacio BAP de AIA nido
ocasionou maior comprimento dos
brotos em relacao ao BAP aplicado
isoladamente. No entanto, a adicao
de BAP ao meio de cultivo inibiu o
enraizamento dos explantes, embo-
ra tenha propiciado maior freqiién-
cia de formacgao de calos basais.

Cultivos com elevadas concen-
tracoes de BAP durante um periodo
prolongado, na fase de multiplica-
¢do podem ocasionar inibicao da for-
mac¢ido de raizes na etapa de
enraizamento como observado em

diferentes espécies de eucalipto
(Grattapaglia et al., 1987). Deste
modo, sucessivos subcultivos na au-
séncia de BAP podem ser necessari-
os para a eliminac¢io do efeito resi-
dual do BAP (Grattapaglia et al.,
1987; Assis & Teixeira, 1998). A
formacgao de calos basais também ¢é
relatada em Leucaena leuwcocephala,
onde o grau de calosidade ¢ direta-
mente proporcional ao nimero de
brotos formados, nas diferentes con-
centracoes de BAP testadas (Dhawan
& Bhojwani, 1985). Contudo esse
comportamento nao foi constatado
nos ensaios de multiplicagao de C.
langsdorffii.

Em muitas espécies, a combina-
¢io de auxinas e citocininas parece
ser favordvel ao desenvolvimento
dos brotos na multiplicacio, no en-
tanto, em outros casos essa combina-
¢do parece nio ser favordvel. Em
Stryphnodendron polyphytum
(Barbatimao), a adicao de 8,88 pM
de BA acrescido de 0,006 UM de AIA,
em meio MS, proporcionou o maior
nuimero de brotos por explantes. No
entanto, a presenca de calo basal
reduziu o vigor dos brotos em rela-
¢do ao tratamento com 13,3 UM de
BA nas mesmas condicoes (Franga et
al., 1995). Em C. langsdorffii, o
acréscimo de AIA ndo exerceu influ-
encia nos parametros analisados, nas
condig¢oes testadas.

O aumento da concentracio de
BAP nao influenciou significativa-
mente o numero de brotos por
explante como esperado. Provavel-
mente devido ao fato de as concen-
tracoes utilizadas terem sido muito
baixas e estarem abaixo do 6timo
determinado para esta espécie. Em
experimentos utilizando individuos
jovens de C. langsdorffii, estimou-
se que a concentragdo otima seria,
para o maior nimero de brotos por
explantes e maior comprimento
maior das brotagdes, respectivamen-
te, cerca de 0,83 mg.L'! e 0,86 mg.L-
! (Azevedo, 2003).

No experimento de estabeleci-
mento a partir de segmentos nodais
de individuos adultos, coletados em
agosto, durante a época seca, nao
foram observados resultados favora-
veis. O uso do fungicida Benomyl
controlou a contaminacao fungica,
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embora em ambos os procedimen-
tos de desinfestacio tenham sido
observados o escurecimento e a
posterior morte dos explantes. A
desinfestacao drastica parece ter sido
a responsavel por esses resultados,
apesar de que outros fatores tam-
bém possam ser atribuidos como
causa.

Em algumas espécies arbéreas
de maneira geral, existe uma época
doano em que os explantes coletados
apresentam melhores resultados
quando estabelecidos in vitro
(Grattapaglia & Machado, 1998). Em
Albizzia lebbeck, Cassia fistula e
Cassia siamea, as melhores respos-
tas as condi¢des in vitro foram ob-
servadas a partir de explantes
coletados durante a época do ano
em que as condi¢des ambientais eram
favordveis ao crescimento (Gharyal
& Maheshwari, 1990). Ja em Fraxinus
excelsior L. (Silveira & Cottignies,
1994), apenas os explantes coletados
durante a dorméncia foram capazes
de brotar. Desta forma, para o esta-
belecimento in vitro de Copaifera
langsdorfii devem ser testados
explantes coletados em diferentes
épocas doano.

Muitas das dificuldades encon-
tradas para micropropagar de
leguminosas arbéreas sao atribuidas
as condicodes fisiolégicas existente
nos explantes oriundos de plantas
adultas. Essas dificuldades estao as-
sociadas a recalcitrancia desse mate-
rial as condig¢des in vitro, como por
exemplo a oxida¢ao dos compostos
fendlicos, que ocasionam a morte
dos explantes apds seu
escurecimento (Trigiano et al., 1992).
Para contornar esse problema, o uso
de substancias antioxidantes, como
oPVP e o Acido Ascérbico, e técnicas
como a microenxertia, que também
éutilizada no melhoramento de plan-
tas, podem ser testados (Grattapaglia
& Machado, 1998; Pio et al., 2001).

Uma outra hipétese para justifi-
caraauséncia de respostas significa-
tivas nos tratamentos testados, é a
utilizacdo de diferentes gendtipos
nos ensaios de multiplicacio. Em
Glicine max, a resposta a aplicacio
de BAP sobre a proliferacao de bro-
tos em no6s cotiledonares e o desen-
volvimento de embrides somdticos



variou nos diferentes cultivares tes-
tados (Kerns et al., 1980).

Uma das limitacdes da cultura
de tecidos, como uma alternativa
vidvel de clonagem de espécies
leguminosas lenhosas, ¢é o
enraizamento de partes aéreas rege-
neradas in vitro (Trigiano et al.,
1992). O desconhecimento dos di-
versos fatores que determinam os
fendmenos envolvidos no processo
de formacao de raizes adventiceas
residem na dificuldade de isolar e
caracterizar os fatores envolvidos
nesses processos, bem como a rela-
cio entre eles (Assis & Teixeira,
1998). Entre esses fatores, relacio-
nam-se: genodtipo, idade fisiologica,
balanco hormonal, condicoes
nutricionais, meio de cultura, entre
outros (Trigiano e al., 1992).

Na espécie em estudo, o
enraizamento obtido foi baixo e nao
foi significativo nos tratamentos tes-
tados, apesar da bem sucedida
aclimatagao das vitroplantulas. Em-
bora a literatura existente relate so-
bre o uso do carviao ativo para o
estimulo de processos
morfogenéticos, entre eles o
enraizamento (Pan & Staden, 1998),
o tratamento com carvao ativo na
auséncia de AIA e AIB nao aumentou
numero de brotos enraizados em
relacdo ao mesmo tratamento sem
carvao. Nas concentracoes testadas
de ATA e AIB, o enraizamento alcan-
¢ado também nao foi significativo.

Apesar dos resultados alcanca-
dos nido serem significativos, o
enraizamento in vitroé uma alterna-
tiva, uma vez que em casa de vege-
tacdo, o enraizamento de estacas de
copaiba apresentou valores baixos
ou nulos, independente da concen-
tracdo de AIB e da técnica utilizada
(Silva, 1998; Silva & Martins, 1999;
Rios, 2001). Portanto, novos ensaios
sdo necessdrios para aumentar a efi-
ciéncia do enraizamento in vitroda
espécie.
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