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Resumo: O ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus (Mart. ex. DC Mattos) esta na lista de
espécies ameacadas de extingdo. A micropopagacdo é uma alternativa para maximizar a
producdo de mudas da espécie. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento
do ipé roxo em funcdo de meios de cultura (MS, MS/2 e WPM) e doses de BAP (6-
benzilaminopurina) (0, 2, 4 e 8 mg L-1) durante a etapa de multiplicacdo in vitro. Os ensaios
foram realizados no laboratério de Biotecnologia, da Pontificia Universidade Catélica do
Parand - PUC, campus de Toledo. No primeiro ensaio, foram avaliadas a germinacdo e a
contaminac¢do das sementes, bem como altura de planta, nimero de folhas e raizes em funcao
dos meios de cultura. No segundo ensaio, fase de multiplicagao, as plantas obtidas do primeiro
ensaio foram submetidas a doses de BAP, as quais avaliou-se a altura de plantas, nimero de
folhas, brotos e raizes, comprimento de raiz, massa fresca e seca das plantas. Os meios de
cultura WPM e MS sao semelhantes em relagdo a porcentagem de germinacao, com 81 e 76%,
respectivamente. Em relacdo ao desenvolvimento inicial das plantas, o meio WPM promoveu
maiores médias de altura (7,57 cm), nimero de folhas (6,77) e nimero de raizes (7,17). Na
fase de multiplicacdo observou-se que para todas as variaveis analisadas, ndo houve diferenca
significativa. Portanto, conclui-se que os meios de cultura MS e WPM proporcionaram
resultados semelhantes para germinacao de sementes, no entanto, o WPM condicionou
melhor desenvolvimento inicial das plantas. Na fase de multiplica¢do in vitro de ipé-roxo, ndo
é necessaria a suplementacao do meio WPM com BAP na planta.

Palavras-chave: Handroanthus impetiginosus, micropropagacao, reguladores de crescimento

In vitro development of purple ipé in different culture mediums and 6-
benzylaminopurine concentrations

Abstract: The purple ipé (Handroanthus impetiginosus (Mart. Ex. DC Mattos) is in the list of
endangered species. Micropoping is an alternative to maximize the production of seedlings of
the species. For this reason and considering the ecological, economic and medicinal
importance, the present study aimed to evaluate the in vitro development of the Pink lapacho
by using Murashige and Skoog medium (MS) and Woody Plant medium (WPM) and different
concentrations of 6-Benzylaminopurine (BA) (0.0; 2.0; 4.0 and 8.0 mg L-1). The tests were
conducted in Biotechnology Laboratory of Pontifical Catholic University of Parana, Toledo
Campus, Parana, Brazil. In the first test, initiation of tissue culture, we evaluated germination
and contamination percentage, plant height, and number of leaf and roots. In the second test,
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multiplication of shoots, the plants obtained in the first test were submitted to different BA
concentrations and evaluated attending to plant height, number of leaves, shoots and roots,
roots length, fresh weight and dry mass. Medium WPM and MS have shown similar results in
relation to germination percentage with 81 and 76%, respectively. According to initial
development of plants, WPM promoted greater media of height (7.57 cm), leaf number (6.77)
and roots number (7.17). On the other hand, in the multiplication of shoots it was observed
that for all the analysed variables there was no significant difference. Thus, it was concluded
that the medium MS and WPM promoted similar results to seeds germination. However, WPM
provided better initial development of plants. Thus, in the multiplication of pink lapacho is not
needed the supplementation of the medium WPM with BAP in the plant.

Key words: Handroanthus impetiginosus, micropropagation, phytoregulators

Introducao

O ipé-roxo Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex. DC Mattos) (sin.
Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb) é
uma espécie de grande importancia
econdmica, medicinal e ecolégica, nativa da
Mata Atlantica, popularmente conhecida
como: pilva, ipé-rosa, pau-d'arco, pitna,
ipé-roxo, ipé-roxo-de-bola, ipé-una, ipé-
roxo-grande, ipé-de-minas, pillna-roxa
(LORENZI, 2002; CARVALHO, 2003).

Na década de 60 e 70, a fama
propagada, atribuindo a propriedade
antitumoral aos extratos a base de casca de
ipé-roxo, colocou a espécie na lista das
espécies de risco de extingdo (RIZZINI,
1976; FALKENBERG, 1999). Portanto, faz-
se necessario a elaboracdo de estratégias
de propagacdo e conservacao dessa
espécie.

O ipé-roxo é uma espécie que
apresenta produ¢do de mudas limitada
pela baixa viabilidade das sementes, dessa
forma, a micropropagacdo pode ser uma
alternativa para maximizar esse processo
(CARVALHO, 2003).

A propagacdo do Ipé ¢é feita
principalmente por sementes (OLIVEIRA et
al, 2005), porém poucos estudos sao
realizados objetivando definir
metodologias adequadas para avaliar a
capacidade @ de germinacdo  dessas
sementes, visto que a germinac¢ao in vitro

de sementes proporciona a manutengdo de
uma variabilidade genética maior que
qualquer outro método (BELLINTANI et al,,
2007). Neste sentido, a técnica de
micropropagacao emerge como importante
alternativa diante da perda da viabilidade
das sementes apos pouco tempo de coleta,
aliada a possibilidade de multiplicagdo em
qualquer época do ano em espago de
tempo curto (SOUZA et al,, 2005).

Inimeros meios de cultura sdo
utilizados na micropropagacao, cuja funcao
principal é a nutricdo e manutencao dos
cultivos in vitro. Os meios de cultura sao
compostos de uma fonte de carbono,
nutrientes minerais (macro e
micronutrientes), vitaminas, substancias
reguladoras de crescimento e agentes
gelificantes (MROGINSKI et al, 2004).
Dentre as inumeras formulagdes, a mais
utilizada é a MS de Murashige e Skoog,
publicada em 1962, para diferentes
processos da cultura de tecidos, incluindo a
micropropagacdo (SERE]JO et al., 2006). No
entanto, o meio MS nao se mostra
satisfatéorio em alguns casos, mas as
composicoes mais diluidas dos sais
apresentam melhor desempenho
(GRATTAPAGLIA;  MACHADO, 1998).
Assim, existem formulacdes especificas
para determinadas espécies, como o meio
Woody Plant Medium-WPM (LLOYD;
McCOWN, 1981), mais usual em espécies
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lenhosas (CALDAS et al,, 1998,
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Essa
formulagao apresenta 25% das
concentragdes dos ions nitrato e amonia do
meio MS, além de mais potassio e um alto
nivel de ions sulfato, tendo sido
amplamente utilizado para a
micropropagacdo de espécies lenhosas
(PASQUAL, 2001).

Para a multiplicacdo in vitro, além
de meios de cultura a adicio de
reguladores de crescimento é importante
para suprir as possiveis deficiéncias dos
teores enddogenos de hormodnios nos
explantes que foram isolados da planta
matriz, bem como estimular o alongamento
ou a multiplicacdo da parte aérea (CALDAS
et al, 1998). Esses hormoOnios também
chamados de citocininas participam na
regulacdo de muitos processos na planta,
incluindo divisao celular, morfogénese,
maturacao de cloroplastos crescimento
celular e senescéncia (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Neste sentido, estes reguladores de
crescimento auxiliam para a quebra da
dominancia apical e inducdo de gemas
axilares (PEREZ-TORNERO et al, 2000;
HARTMANN, 2010), sendo que a 6-
benzilaminopurina (BAP) tem sido a mais
utilizada na inducao de gemas adventicias
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e
formacao de grandes numeros de brotos e
a alta taxa de multiplicagio em muitos
sistemas de micropropagacdo (CALDAS et
al.,1998).

Pimentel et al. (2012) com ipé-roxo
(Handroanthus impetiginosus) e Maximo et
al. (2009) e Pereira et al. (2015) com ipé-
amarelo (Handroanthus chrysotrichus) com
meio de cultura WPM destacaram a
ineficacia do uso de BAP em segmentos
nodais. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o desenvolvimento de
ipé-roxo em funcao de meios de cultura
(WPM e MS) e doses de BAP durante a
etapa de multiplicagao in vitro.

Material e Métodos

Os ensaios foram realizados no
laboratério de Biotecnologia, da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana - PUC,
campus de Toledo. Nos ensaios, foram
utilizadas, como plantas doadoras de
sementes o Ipé-roxo, coletados em plantas
matrizes localizadas na praca na Avenida
Cirne Lima, Jardim Coopagro, em
Toledo/PR. As sementes foram coletadas
no més de agosto e deixadas para secar por
um periodo de duas semanas no
laboratério ao ar livre e acondicionadas
sob baixa temperatura.

No laboratorio, as sementes foram
mantidas por 12 minutos em solucgdo
contendo 100 ml de agua + 100 ml
Hipoclorito (2%) + Tween 20 (6 gotas) com
pH aferido em 6. Em seguida, as sementes
foram levadas para a camara de fluxo e
mantidas em alcool 70% por 3 minutos.
Por fim, foi realizada a triplice lavagem
com agua destilada e autoclavada.

Apoés a assepsia, as sementes foram
inoculadas em diferentes meios nutritivos
(MS, MS/2 e WPM). Os meios de cultura
(MS, MS/2) foram preparados conforme o
protocolo estabelecido por Murashige e
Skoog (1962), enquanto que o meio de
cultura WPM por Lloyd e McCown (1981).
O pH foi ajustado para 5,8 anteriormente
autoclavagem a 1202C por 15 minutos. O
delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente  casualizado, com trés
tratamentos e quatro repeticoes.

Apés a inoculagdo, as sementes
foram mantidas no escuro por uma semana
na sala de crescimento do laboratério, com
temperatura controlada #* 25°C. Em
seguida, as mesmas foram transferidas
para luz, a fim de estimular a germinacgao.
Assim que as sementes iniciaram o
processo de germinacdo foram avaliadas a
cada 2 dias. Os parametros avaliados
foram:  porcentagem de  sementes
germinadas e contaminadas.

No segundo experimento as plantas
obtidas da germinacdo de sementes nos
meios MS, MS/2 e WPM com 30 dias de
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inoculacao foram transferidas para meios
de cultura contendo concentragdes de BAP
(0,2,4e8mgL1).

Os parametros avaliados nesse
segundo experimento foram: altura de
plantas e comprimento de raiz, com o
auxilio de uma régua graduada; nimero de
folhas, raizes e brotos a partir da contagem
individual por planta. Apds, as plantas
foram pesadas em balanc¢a de precisao de
0,01 g, obtendo assim a massa fresca (MF),
e logo em seguida as plantas foram
acondicionadas em sacos de papel e
deixadas na estufa até peso constante,
obtendo a massa seca (MS).

Os resultados foram comparados
pelo teste de Tukey (p<0,05) e ajustados
em regressao (p<0,05).

Resultados e Discussao

Os meios de cultura WPM e MS
foram semelhantes em relagdo a
porcentagem de germinag¢do, com 81 e
76%, respectivamente. Em relagdo a
contaminagdo, observa-se que os meios de
cultura nao proporcionaram diferenga
significativa na germinacao das plantas,
apesar do MS apresentar menos de 1% de
contaminac¢do. Ja o meio MS/2 e WPM,
observou-se 1,5 e 1,25% de plantas
contaminadas, respectivamente (Figura 1).

Apesar da escassez de informacgoes
cientificas sobre o meio MS/2 na
micropropagacdo do  Ipé-roxo, nas
condi¢cdes estudadas o meio nao foi efetivo
na germinacao das plantulas. O meio de
cultura WPM apesar de proporcionar na
maioria dos dias menos plantas
germinadas em relacdo ao meio MS, foi
comparavel no final dos dias. Uma possivel
explicacdo é pela presenca de 25% das
concentragoes dos ions nitrato e amonia do
meio MS, além de mais potassio e um alto
nivel de ions sulfato, tendo sido
amplamente utilizado para a

micropropagacdo de espécies lenhosas
(PASQUAL, 2001).

A contaminacdo pode comprometer
a micropropagacdo em qualquer fase do
cultivo in vitro (SOUZA et al, 2006).
Segundo Bertozzo e Machado (2010) a
contaminacdo ¢ mais frequente em
explantes advindos de plantas cultivadas
em campo, considerado um problema para
o estabelecimento de muitas espécies in
vitro. De acordo com observacdes de Litz e
Conover (1978), quando os explantes sdo
retirados de plantas cultivadas em campo e
introduzidos in vitro, a taxa de
contamina¢do microbiana pode chegar a
95%, mesmo apo6s a descontaminac¢do, o
que nao foi observado no presente estudo.
Uma possivel explicagio para o fato é
devido a perfeita assepsia e pela utilizacdo
de sementes para propagacdo, o que reduz
as chances de contaminagdes em relagdo a
outros propagulos.

Em relagdo ao crescimento inicial
das plantas em funcdo dos meios de
cultura, observou-se que com exce¢do do
numero de raizes, as demais caracteristicas
foram influenciadas significativamente
(p<0,05) pelos meios de cultura (Figura 1).
A altura de plantas no meio de cultura
WPM sobrep0s significativamente em 67 e
63% os meios MS/2 e MS, respectivamente.
Em contrapartida, apesar do meio WPM
apresentar acréscimo de 40 e 64% e
maiores médias absolutas para o numero
de folhas e raizes, respectivamente, em
relagdo ao meio MS, ndo se observou
diferenca estatistica entre os meios.

A tendéncia de maior crescimento
inicial das plantas com utilizacdo do meio
de cultura WPM, esti associada a maior
indicacdo do meio WPM para espécies
lenhosas (CALDAS et al,, 1998,
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
PASQUAL, 2001), assim como observado
para o ipé-roxo no presente estudo, ao
promover maior crescimento inicial.

Apesar dos bons resultados de
crescimento inicial observado no meio de
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cultura WPM, na segunda fase do
experimento, onde foram adicionadas as
doses de BAP, houve contaminacao, o que
impossibilitou a avaliagdo e analises
estatisticas neste meio.

O uso de BAP prejudicou o
crescimento da planta (altura) e o sistema
radicular (n° de raizes) no meio de cultura
MS, assim comprovado com ajuste
significativo da regressdo e coeficiente de
determinacdo aceitavel (Tabela 2), visto
que para sistemas in vitro consideram-se
altos os valores de Rz compreendidos entre
0,5e 0,9 (COMPTON, 1994). Ja o nimero de
folhas foi expresso através de equacao
quadratica significativa
(¥=0,18x2+0,92x+7,05), cuja dose de 2,5 mg
L-1de BAP resultou em 8 folhas (Tabela 2).

A reducdo da altura de plantas e o
sistema radicular aliado ao aumento de
folhas nas plantas com utilizagdo de doses
de BAP no meio de cultura MS observado
no presente estudo, coincidem com outros

100
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80 1 ab = Contaminadas
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autores. Fermino Junior e Scherwinski-
Pereira (2012) ao trabalharem com
cerejeira (Amburana acreana), observaram
que a maior altura de brotos foram aqueles
isento de regulador ou com 0,25 mg.L-1 de
BAP, e as maiores concentracdes de BAP
aplicadas  exogenamente tendem a
desenvolver brotos com menor altura.
Lopes et al. (2012) ao estudarem doses de
BAP (0,5 a 3 mg L1) em pinhdo manso
(Jatropha curcas), também observaram que
2 mg Lt proporcionou maior ndmero de
folhas. No entanto, Fermino Junior e
Scherwinski-Pereira (2012) com
(Amburana acreana) observaram maior
numero de brotos com a concentracao de
BAP de 4,0 mg.L-1. Na multiplicacdo in vitro
de peroba-rosa (Aspidosperma polyneuron),
Ribas et al. (2005), observaram que o uso
de BAP nas concentracoes de 1 a 4,0 mg.L-1
promoveu eficiente formagao de brotagoes
a partir de segmentos nodais.

B Altura (cm)
/3 Numero de folhas

I NuUmero de raizes a
a
a
b ab
] b
i | i
MS MS/2 WPM

Figura 1. Plantas germinadas, ndo germinadas, contaminadas (A), altura de plantas, nimero
de folhas e raizes (B) em funcdo dos meios de cultura. Médias seguidas por letras minusculas
distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Altura de plantas, nimero de folhas e numero de raizes em fun¢do de doses de
BAP na semente em meio de cultura MS.

BAPmgL'! Altura (cm) Numero de folhas Numero de raizes
0 7,15 6,75 3,75

2 4,62 9,00 0,50

4 6,50 7,25 0,25

8 1,66 3,00 0,00
Regressio 35,12 **(1) 10,81**(2) 9,20 *(3)

Médias seguidas por letras minudsculas distintas, nas colunas, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. ***= regressdo significativa a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. Rz=coeficiente de
determinacio. (1) § = -0,6067x+7,10; R*=0,70. (2) § = -0,18x2+0,92x+7,05; R?=0,93; x max.=2,55; y max.=8,24.

(3)  =-0,3929x+2,5; R? = 0,58.

Quando observado a utilizacao de
BAP no meio de cultura MS/2 (Tabela 3),
verificou-se que assim como no meio de
cultura MS, a altura de plantas e o nimero
de raizes nao foram beneficiados pelo uso
de BAP, apesar da baixa determinacao (R?)
e da comparag¢ao de meédias.
Diferentemente do comportamento das
demais varidveis analisadas, o nimero de
folhas de plantas que foram cultivados no
meio MS/2 com dose de 8 mg L-1 de BAP se
sobressairam.

Uma provavel causa, é que a
citocinina (BAP) tende a promover maior
brotacdo e numero de folhas (ROUT et al,,
2000; VANGADESAN et al., 2002; CAMPOS
et al,, 2007) e reduzir a altura da planta. No
entanto, alguns estudos (LOPES et al,
2012; FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2012) apontam para o efeito
inibitério de altas de concentracdes de BAP
sobre o crescimento de espécies lenhosas.

Tabela 3. Altura de plantas, nimero de folhas e ndmero de raizes em func¢ao de doses de BAP

na semente em meio de cultura MS/2.

BAP Altura (cm) Numero de folhas Numero de raizes
0 7,12 7,00 5,75

2 4,00 8,00 0,25

4 2,50 5,50 0,00

8 4,25 17,25 0,00
Regressio 29,62 **(1) 6,06 *(2) 47,41 **(3)

Médias seguidas por letras minusculas distintas, nas colunas, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. * e **= regressao significativa a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. R?=coeficiente de
determinagio. (1) §= -0,30x+5,52; R? = 0,28. (2) § = 1,25x+5,05; R? = 0,65. (3) § = -0,58x+3,55; R? = 0,49.

Em relacao ao experimento 2, onde
as plantas foram transferidas para tubos
com as doses de BAP (Tabela 4), observou-
se que para todas as varidveis analisadas
(altura de plantas, numero de folhas,

nimero de raizes, numero de brotos,
comprimento de raiz, massa fresca e massa
seca), ndao houve diferenca significativa (p<
0,05) e coeficiente de determinacdo
significativo para as doses de BAP.
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Na fase de multiplicacdo, os multiplicagdo in vitro das plantulas de ipé-

resultados obtidos no presente estudo, se amarelo. Ainda segundo os autores, a
alinham aos de Pimentel et al. (2012), que adicdao do BAP diminui a porcentagem de
ao trabalharem com ipé-roxo e doses de explantes estabelecidos, o enraizamento e,
BAP (1,5 e 3 mg L-1) também com meio de também, a formacdo de brotacdes, além de
cultura WPM, ndo observaram efeito aumentar, consideravelmente, a formacao
significativo nas varidveis analisadas. de calos.
Maximo et al. (2009) também observaram Apesar dos resultados obtidos no
que o emprego de BAP (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e presente estudo demonstrarem tendéncia
8,0 umol.L'1) ndo favoreceu a inducao de de eficiéncia do uso de BAP nas sementes
brotos em explantes de ipé-amarelo em compara¢ao com uso posterior somente
(Handroanthus chrysotrichus). Os na multiplicagdo, como também observado
resultados do presente trabalho também por outros autores, sdo necessarios estudos
estdo em concordancia com os obtidos por acerca do assunto, com outros meios de
Pereira et al. (2015), que ao trabalharem cultura e diferentes suplementacgdes, a fim
com de ipé-amarelo (Handroanthus de cobrir algumas lacunas que ainda
chrysotrichus), verificaram que a presenca restam.

de BAP no meio nutritivo nio é benéfica a

Tabela 4. Altura de plantas, nimero de folhas, nimero de raizes, nimero de brotos,
comprimento de raiz, massa fresca (MF) e massa seca (MS) em funcao de doses de BAP em
meio de cultura WPM na planta.

Altura  Folhas Raiz Broto Comp. raiz MF MS

BAP
cm n? cm —_—

0 4,37 8,75 7,50 2,50 11,37 0,47 0,02
2 5,37 9,25 6,75 2,25 11,25 0,68 0,03
4 6,12 6,00 5,00 1,75 8,12 0,52 0,05
8 5,25 6,25 9,50 2,00 12,75 0,83 0,06
Regressio 0,23ns 091ns 035ns 147ns 0,01ns 0,67 ns 2,10 ns

Médias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
ns=regressao nao significativa a 5% de probabilidade.

Conclusao Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Os meios de cultura MS e WPM Cientifico e Tecnolégico (CNPq).
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