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1. INTRODUCAO

A espécie Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart. Guttiferae € bastante
comum nos cerrados de Minas Gerais e recebe 0s seguintes nomes: “pau-
santo”, “folha-santa”, “pau-de-sdo-jos€” e “gordinha”. Sua exploracdo é
predominantemente extrativista e, aliada a expansdo da fronteira agricola
nos cerrados, poderda causar o seu desaparecimento em muitas regides,
onde outrora era abundante.

A micropropagacido € alternativa para a preservacao de espécies se
conseguir aumentar a taxa de multiplicacdo de plantulas in vitro e obter
alta taxa de reestabelecimento ex vitro. ALDRUFEU et alii (I) observa-
ram que as propriedades fisicas do substrato usado durante a rizogé€nese in
vitro determina o inicio, 0 crescimento € 0 namero de raizes de plantulas
de diversas espécies. LEIFERT et alii (7) mostraram que diferentes espé-

cies de plantas (Choisya, Daphine, Deplphinium, Hemerocallis, Hosta,
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Iris e Photinia) tinham requerimento distinto em relacio ao pH para 6timo
crescimento e taxa de enraizamento. Experimentos t€ém mostrado diferen-
tes efeitos da presenca ou auséncia de dgar ao meio, em termos de organo-
génese (3). O meio MS, de MURASHIGE e SKOOG (8), € o mais utiliza-
do para a organogénese in vitro. De modo geral, LANE (5, 6) sugere que
as diluicoes da formulagdo basica do MS, de 50%; 66,66%; ou 75%, sao
freqlientemente utilizadas para o enraizamento. Entretanto, algumas vezes
os nutrientes salinos sdo necessarios em concentragdes mais elevadas para
que ocorra rizogé€nese. Por outro lado, PIERIK ¢ STEEGMANS (10)
mostraram que os macroelementos nio exercem influéncia sobre o enrai-
zamento de microestacas de Rhododendron.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta morfogenética in vi-
tro das microbrota¢Ges de Kielmeyera coriacea submetidas a diferentes
pHs, concentra¢des de sais do MS e de agar.

2. MATERIAL E METODOS

Os explantes secundarios constituiram-se de segmentos nodais pro-
venientes de brota¢des in vitro, sendo seccionados de modo que o com-
primento ficasse em torno de 40 mm. Foram realizados dois experimentos
independentes.

2.1. Avaliacdo de Diversas Concentragdes de Sais e de Agar no
Meio

Foram avaliadas neste experimento as concentracdes de sais e de
agar no meio de enraizamento. Reduziu-se a 0%; 66,66%; e 83,33% a
concentracdo dos sais do meio basico de MURASHIGE e SKOOG (8). Os
demais componentes do meio de cultura ndo tiveram suas concentragoes
modificadas, exceto o dgar, cujos niveis usados foram 0,0; 3,0; 6,0; e
9,0 g/L. Para o nivel 0,0 g/L, isto €, na auséncia de agar, fo1 necessario
usar um pequeno chumacgo de algoddo no fundo dos tubos de ensaio para
evitar que as brotagOes submergissem no meio liquido. Adicionaram-se
4,0 mg/L. de acido indolbutirico (IBA) ao meio. O ensaio foi1 composto de
12 tratamentos e 36 parcelas em esquema fatorial de 3 x 4.

2.2. Efeito do pH e de Concentragées de Agar no Meio

No segundo experimento foi testado o efeito do pH e de diversos
niveis de 4gar no meio de enraizamento. O pH do meio MS foi ajustado
para 5,1; 5,4; 5,7, 6,0; e 6,3 e os niveis de dgar foram modificados para
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0,0; 3,0; 6,0; e 9,0 g/L.. O meio foi suplementado com 4,0 mg/L. de IBA.
Os demais componentes do meio MS ndo foram alterados. O esquema
fatorial foi de 5 x 4, totalizando 20 tratamentos e 60 parcelas.

Em ambos os experimentos empregou-se o delineamento inteira-
mente casualizado, e os dados coletados foram submetidos a anilise de
variancia, utilizando-se os niveis de significancia de 1% e 5%, para o teste
F. Para efeito de andlise estatistica, os dados foram transformados para

J(x+0,5).

As brotagOes foram colocadas para se desenvolver em tubos de en-
sa10 (25 x 150 mm) com 10 mL de meio de cultura. Os segmentos nodais
foram mantidos em sala de crescimento sob condi¢des ambientais contro-
ladas, como fotoperiodo de 16/8 h luz e escuro, a temperatura de 27+1°C e
intensidade luminosa de 50 umol.s’.m?. Apés 45 dias de inoculagdo dos
explantes secundarios no meio de cultura, foram feitas avaliagcdes levando
em conta o numero médio de raizes primdrias, tamanho médio de raizes
primarias (cm) e nimero médio de raizes secundarias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliag@o de Diversas Concentragdes dos Sais e de Agar no
Meio

O enraizamento in vitro de brota¢des micropropagadas de K. coria-
cea fo1 variavel de acordo com a combinacdo de diversos niveis de 4agar e

diferentes concentragcdes dos sais utilizados no meio de cultura.
A auséncia do agar ndo trouxe beneficio algum a indugdo e ao de-

senvolvimento do sistema radicular. No meio inteiramente liquido, as
brotagOes de K. coriacea ndo emitiram raizes, independentemente do grau
de salinidade do meio. Este fato nao aconteceu nos outros tratamentos
quando agar fo1 adicionado ao meio. Ha aparente necessidade de K. coria-
cea para mei1os densos no que diz respeito a rizosfera. O meio de cultura
liquido pode estar provocando forte condi¢do de anaerobismo, a qual fica-
ram expostas as partes basais das brotagdes, provocando forte desoxigena-
¢do letal a diferenciagido de raizes. Apesar do oxigéncio ser um gis de
solubilidade dificil em dgua ou em meios nutritivos liquidos, a oxigenagio
ocorre com maior intensidade na interface entre o ar e o liquido, ou seja,
na superficie deste. Ao contririo de muitas espécies vegetais citadas em
literatura, K. coriacea nao suporta este anaerobismo. Ocorreram casos eir
que os tecidos das brotagbes submersos no meio chegaram a necrosar e
morrer. Um dos modos de se contornar ¢ssa acentuada desoxigenacio ¢
fazer com que o meio fique a maior parte ‘do tempo possivel sob condig¢des
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de agitacao. Essa agitacao faz com que ocorra maior transferéncia de oxi-
génio no meio de cultura, na medida em que provoca aumento da superfi-
cie de interface ar-liquido e melhoria na distribui¢do de oxigénio recém-
solubilizado. O meio liquido nutritivo empregado neste experimento foi
totalmente estacionario, o que, seguramente, ajudou o anaerobismo. E
importante ressaltar que o algodao utilizado como suporte evitou a sub-
mersao total das brota¢des, mas nao a parcial.

O emprego de agar, ou de qualquer dos geleificantes mencionados
por PIERIK (9) cria condicao para melhor aeracdao das bases dos explan-
tes. Nas culturas de meio sélido, ocorre interface entre o ar, 0 meio e os
tecidos expostos das brotacdes inoculadas, fazendo com que o oxigénio
fique mais disponivel ao metabolismo.

A consisténcia do meio de cultivo provocada pelo agar, de modo ge-
ral, foi favoravel a producado de raizes primarias (Figura 1). Para as dife-
rentes concentragoes de sais do MS, observaram-se acréscimos nos nime-
ros de raizes primarias, as quais atingem crescimento maximo e depois
decrescem. Verfica-se ainda, pela Figura 1, decréscimos no nimero mé-
dio de raizes primarias nos meios cuja salinidade foi1 menor, isto é, 66,66%
e 83,33%, inferior em relagdo a concentragdo normal dos sais do MS.

Para emissdo de raizes primarias, K. coriacea responde melhor
quando se utiliza 0 meio MS com as propor¢des de sais integrais (Figura
1). Por outro lado, meios muito densos como aqueles conseguidos pelos
suprimentos de 6,0 g/LL e 9,0 g/l. de agar, aqui empregados, provocaram
diminuicdo aparente na capacidade de emissdo das raizes primarias, prin-
cipalmente para menores concentragcOoes salinas. Provavelmente tenha
ocorrido a indug¢do, mas ndo o desenvolvimento das raizes em estruturas
maiores, perceptiveis a olho nu.

A densidade maior do meio poderia estar impossibilitando ou ini-

bindo este desenvolvimento por proporcionar “barreira mecanica” dificil
de ser rompida pelos frageis primordios radiculares, logo apds sua indu-

¢do. Além disso, altos niveis de agar fazem com que ocorra menor intensi-
dade de disponibilidade de nutrientes aos explantes inoculados ¢ isto se
agrava a medida que o meio fica mais denso. Entdo, aqueles nutrientes que
seriam necessarios para a rizogé€nese tém sua absorcdo prejudicada e o
metabolismo inerente ao fendmeno fica, também, prejudicado. Pode-se ter
aqui uma possivel explicagdo para o fato da concentragdo salina integral
ter -apresentado resultados superiores as demais. Os nivels relativamente
elevados dos sais do MS poderiam ser suficientes para compensar esta
menor disponibilidade em meios de cultura mais densos.

O comprimento das raizes primarias, de modo semelhante ao que
ocorreu com o numero delas, foir afetado pela salinidade do meio e pela
concentracao de dgar empregada, de modo geral. A Figura 2 mostra que a
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FIGURA 1 - Nimero médio de raizes primarias em brotacdes mi-
cropropagadas de Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart.,,
inoculadas em meio MS modificado, suplementado
com 4,0 mg/L. de IBA e em diferentes concentragoes

de sais e agar.

—l

utilizacdo da formulag@o basica dos sais do MS foi interessante para que
as raizes primdrias emitidas atingissem comprimentos mais avantajados.
Embora ocorresse a tal “barreira mecianica” nos meios mais densos, a sa-
linidade elevada foi suficiente para vencer a menor disponibilidade dos
sais e nutrir adequadamente os explantes, fazendo com que suas raizes
primdrias se desenvolvessem mais. Observa-se, ainda (Figura 2), que di-
luicbes da formulagdo basica do MS foram prejudiciais ao tamanho de
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raizes primdrias quando em combinac¢do com niveis de agar supenores a 3

g/L.
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FIGURA 2 - Comprimento (cm) médio de raizes primarias em bro-
tacdes micropropagadas de Kielmeyera coriacea (Spr.)
Mart., inoculadas em meio MS modificado, suplemen-
tado com 4,0 mg/L de IBA e em diferentes concentra-
¢Oes de sais ¢ 4gar.

A emissdo de raizes secundarias foi significativamente afetada pela

salinidade do meio. O meio MS, somente quando usado em sua plenitude
em termos de sais, possibilitou obter maior nimero de raizes secundarias,
decrescente linearmente com as diluicées empregadas (Figura 3).
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FIGURA 3 - Nuimero médio de raizes secundarias em brotag¢oes mi-
cropropagadas de Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart.,
inoculadas em meio MS modificado, suplementado
com 4,0 mg/L de IBA e em diferentes concentragdes
de sais.

I . - — d

De modo geral, K. coriacea mostrou o melhor desenvolvimento do

sistema radicular com a formulac@o salina original de MURASHIGE ¢
SKOOG (8) suplementada de preferéncia com 3,0 ou 6,0 g/L de agar.
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3.2. Efeito do pH e de Concentracdes de Agar no Meio

Na andlise de varidncias constatou-se interacdo significativa entre
os fatores estudados, o pH e as concentragdes de agar, relativa as vana-
veis; o nimero e o comprimento médio de raizes primarias nas brotagdes;
e 0 nimero médio de raizes secundarias. Observou-se (Figura 4) maior
nimero médio de raizes primérias na faixa de pH de 5,4 e 5,7 associada a
3 e 6 g/l. de 4gar.

.r ~pH 51 (1) SpH 54 (72) ®pH57 (73)
| =pHB0(V4) »pHE3(¥5) |

e ——————

Y1=0,70+0,19x-0,015x2 R2=99,83% |
Y¥2=0,71+0,81x-0,084x2 R2=99,98% |

0.5 ¥3=0,70+0,81x-0.082x2 R2=99,99% |
|

| ¥4=074+0,52x-0,052x2 R2=97,24%
Y5=0,60+0.47x-0,046x2 R2=82 19%
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"
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FIGURA 4 - Numero médio de raizes primdrias em brotagdes mi-
cropropagadas d¢ Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart.,
inoculadas em meio MS modificado, suplementado

com 4,0 mg/L de IBA e em diferentes niveis de 4gar e
pH.
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As faixas de pH muito acima ou muito abaixo de 5,7 podem provo-
car distdrbios no que diz respeito a disponibilidade de ions que resultam
da dissociacdo dos sais no meio de cultura e sua assimilacdo pelo explante
(7). Assim, em determinados pHs, alguns ions tornam-se mais facilmente
disponiveis e, ou, assimiliveis do que outros em igual condi¢do. Essas
podem ser as explicagdes para a queda na capacidade das brotagdes das
raizes de K. coriacea, bem como para o seu desenvolvimento, principal-
mente nos pHs §5,1; 6,0; e 6,3 testados. Outro fato que poderia auxiliar a
analise desta menor taxa de emissdo de raizes é a dessociagdo que os hor-
mdnios auxinicos sofrem em condigbes de diferentes concentragdes hidro-
génicas. Essa dissociagdo pode levar, conseqiientemente, 2 menor ativida-
de do horménio, fazendo com que a induc¢ao da formacdo de raizes e o seu
desenvolvimento sejam prejudicados. A dissociagao das auxinas tem sido
estudada hd muito tempo, mas os estudiosos ndo sabem dizer, com clareza,
se a dissociacdao € maléfica ou benéfica ao enraizamento de estacas.
AUDUS (2) e WHITE (11]) sustentam a hipdtese de que as auxinas s0 sido
ativas quando nao-dissociadas, mas BURSTROM (4) mostra tendéncia de
aceitar a forma anidnica da auxina como realmente ativa. Fica dificil, e
também fora de propdsito do presente trabalho, elucidar essa questao.

Analogamente aos resultados do experimento anterior, a auséncia de
4gar no meio de cultura foi prejudicial a emissdo de raizes primarias e os
dados aqui coletados reforcam a idéia de que o anaerobismo, ao qual fica-
ram expostos os tecidos da base das brotagdes, € desinteressante para o
processo (Figura 4). Os mesmos comentérios anteriormente feitos devem,
aqui, ser considerados, como mostram as Figuras 4 e 5, para os diferentes
pHs adotados, maior niimero médio e comprimento médio de raizes pri-
marias foram formados na faixa de 3 e 6 g/L de agar, ocorrendo decrésci-

mo em meio mais denso.
Raizes pouco desenvolvidas foram observadas com os valores ex-

tremos de pH aqui testados, ou seja, 5,1 e 6,3 (Figura 5). Nestes niveis,
parece que, novamente, a disponibilidade ¢ a assimilacdo de nutrientes
estio determinando o desenvolvimento e o crescimento das raizes primari-
as. E 16gico supor que a taxa de multiplica¢@o celular, que determina em
parte o crescimento da raiz, fique prejudicada em funcao do desbalango
nutricional ao qual as brota¢bes ficaram sujeitas nesses niveis de pH. E
16gico supor também que a ja referida dissoclagao auxinica tenha contri-
buido, neste caso, negativamente para 0 crescimento das raizes, uma vez
que as auxinas agem de modo direto sobre a multiplica¢do e o elongamen-
to celular.

A emissdo de raizes secundérias pode ser também maximizada, na

faixa de pH de 5,4 e 5,7, pela suplementagio de 3 ou 6 g/L de agar (Figura
6). Observou-se também (Figura 6) que em meios muito densos, 9 g/LL de
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FIGURA 5 - Comprimento (cm) médio de raizes primarias em bro-

tacdes micropropagadas de Kielmeyera coriacea (Spr.)
| Mart., inoculadas em meio MS modificado, suplemen-
tado com 4,0 mg/LL de IBA e em diferentes niveis de
agar ¢ pH.
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dgar e, ou, meios liquidos foram desinteressantes para emissdo de raizes
secundarias.

De modo geral, a maior densidade do meio de cultura, determinaaa
pelo uso de 9,0 g/l de agar, resultou em efeitos prejudiciais para o enrai-
zamento in vitro de brota¢des micropropagadas de K. coriacea, nos dife-
rentes pHs estudados. Nestes meios, a formagdo de raizes primérias foi
limitada e a formacao de raizes secundéarias, praticamente inexistente.
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FIGURA 6 - Nuamero médio de raizes secundéarias em brotagdes mi-
| cropropagadas de Kielmeyera. coriacea (Spr.) Mart.,
inoculadas em meio MS modificado, suplementado

| com 4,0 mg/L. de IBA e em diferentes niveis de agar e
pH.

4. RESUMO

A espécie Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart. Guttiferac ¢ nativa dos
cerrados brasileiros. Sua exploracdo € extrativista, o que pode causar o seu
desaparecimento. Esta espécie € utilizada em revestimento acidstico, térmi-
co e decorativo de ambientes, além de ser utilizada como planta medicinal.
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Microbrotagdes produzidas in vitro, com tamanho de 40 mm, foram
inoculadas em meio de cultura MS - MURASHIGE ¢ SKOOG (§) em
diferentes dilui¢des (0%; 66,66%; ¢ 83,33%) da formulacdo bésica dos
sais e concentragdes de agar: 0,0; 3,0; 6,0; e 9,0 g/L.. Em outro experimen-
to, foi testado o efeito do pH (5,1; 5.,4; 5,7; 6,0; e 6,3) e da concentragdo
de 4gar no enraizamento. Os resultados mostraram que os niveis de 3,0 ou
6,0 g/L. de 4gar proporcionaram a emissdo do maior nimero de raizes pri-
marias ¢ o melhor crescimento das mesmas, para as concentragoes de sais
integrais do MS. Na faixa de pH estudada, pH de 5,4 e 5,7 aliado a 3,0 ou
6,0 g/L. de agar tenderam a apresentar maior nimero ¢ comprimento médio
de raizes primérias e também maior emissao de raizes secundérias.

5. SUMMARY

(EFFECT OF pH, CONCENTRATIONS OF SALT AND OF AGAR ON
IN VITRO ROOTING OF Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart.
GUTTIFERAE)

Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart. Guttiferae is a native species of
the Brazilian cerrado (savanna-like vegetation), popularly known as “pau-
santo”, “folha-santa”, “pau-de-sdo-jos€”, and “gordinha”. The specific
characteristic of K. coriacea 1s its strong suberized bark, from which cork
1s obtained for covering acoustic, thermic and decorative objects. This
specie can be utilized as a medicinal plant.

Microshoots (40 mm in length) were inoculated in a Murashige &
Skoog culture medium having several dilutions of salts (0%, 66.66% and
83.33%) and concentrations of agar (0.0, 3.0, 6.0 and 9.0 g/L). Several
pHs (5.1, 5.4, 6.0 and 6.3) and concentrations of agar were also investiga-
ted in rhizogenesis in vitro. Microshoots grown on 3.0 or 6.0 g/L of agar
produced the highest number of primary roots and the best growth was
obtained with the original “MS” salit concentration. The pHs 5.4 and 5.7
with 3.0 or 6.0 g/L. agar resulted in the best primary root emission and
growth and number of secondary roots.
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