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Enraizamento in vitro de brotacoes obtidas a partir de seg-
mentos nodais de Moreira (Maclura tinctoria)

In vitro root formation in shoots obtained from nodal segments of Maclura
tinctoria
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Renato Paiva ®

Resumo. Visando a indugdo do enraizamento de brotacdes obti-
das a partir de segmentos nodais, estes foram inoculados in vitro
em meio WPM 50%, suplementado com 3% de sacarose, 0,65%
de agar e acrescido das diferentes combinagbes entre o regula-
dor de crescimento AIB (0; 1; 2; 4; 6 mg.L!) e o antioxidante
carvdo ativado (0; 0,5; 1; 2; 4; 6 g.L™). Para verificar a influén-
cia do pH sobre o enraizamento, trés faixas diferentes de pH
(5,4; 6,0; 7,0) foram testadas. Apds terem sido inoculados em
camara de fluxo laminar, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento sob intensidade luminosa de 13 pmol.st.m? a
uma temperatura de 24 + 2°C durante 30 dias. O niumero maxi-
mo de raizes formadas (27 raizes/explante), seqgundo o modelo
matematico utilizado, pode ser obtido utilizando-se meio WPM
com pH ajustado para 7,0 e acrescido de 4,8 mg.L™! de AIB e 4,7
g.L™ de carvdo ativado.
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Abstract. With the objective to induce the for-
mation of roots, shoots obtained from nodal seg-
ments were inoculated in 50% WPM medium sup-
plemented with 3% sucrose, 0.65% agar and dif-
ferent combinations of the growth regulator IBA
(0; 1.0; 2.0; 4.0, and 6.0 mg.L™) and activated
charcoal (0; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0, and 6.0 g.L'Y). In
order to verify the influence of pH on rooting, three
levels of pH (5.4; 6.0, and 7.0) were tested. After
inoculation, the explants were maintained in a

1 Introducao

growth room with light intensity of 13 pmol.st.m’
and temperature of 24 + 2°C during 30 days. Ac-
cording to the mathematical model used, maxi-
mum number of formed roots (27 roots/explant)
can be obtained using 50% WPM medium with pH
adjusted to 7.0, and supplemented with 4.8 mg.L™
IBA + 4.7 g.L'! activated charcoal.

Keywords: Maclura tinctoria; in vitro rooting; tis-
sue culture.

A fase final da micropropagacdo é a inducdo de formacdo de raizes em brotagdes obti-

das in vitro.

O processo de enraizamento, tanto in vitro quanto in vivo, é fortemente influenciado
por fatores ambientais e quimicos, os quais necessitam ser otimizados para favorecer uma
maior formacao de raizes. O sucesso desta etapa garante a sobrevivéncia da plantula in vitro.

0 objetivo deste estudo foi induzir o enraizamento de brotagdes obtidas in vitro a par-
tir de segmentos nodais de Moreira, Maclura tinctoria.
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2 Material e métodos

Brotag¢des obtidas a partir de segmentos nodais, com aproximadamente 2cm de com-
primento, foram transferidas para meio WPM 50%, o qual foi suplementado com 3% de sa-
carose, 0,65% de agar e acrescido das combinag¢des entre o regulador de crescimento AIB (0;
1; 2; 4; 6 mg.L'1) e o antioxidante carvao ativado (0; 0,5; 1; 2; 4; 6 g.L'1).

O pH do meio de cultura foi ajustado antes da autoclavagem em trés faixas diferentes:
5,4; 6,0 e 7,0. Ap6s o ajuste de pH, os meios de cultura foram autoclavados por 15 minutos a
120°C.

Apdés sua inoculacao em camara de fluxo laminar, os explantes foram mantidos em sala
de crescimento sob intensidade luminosa de 13 pmol.s'1.m2 a uma temperatura de 24 + 2°C
durante 30 dias; ap0s esse periodo, foi avaliado o nimero de raizes por brotacao.

0 delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com dez repeticdes
por tratamento, sendo que cada frasco continha um explante.

O numero de raizes obtidas por brotacdo foi considerado como tendo distribui¢do
Poisson (ndo normal), e assim optou-se pelo uso do enfoque de modelos lineares generaliza-
dos (DEMETRIO, 1993). A escolha do melhor modelo de regressdo baseou-se na qualidade do
ajustamento e, se possivel, na auséncia de significancia dos desvios de regressdo. A detecgdo
de diferencas significativas foi feita através da Analise de "Deviance" (DEMETRIO, 1993), con-
siderando a distribuicao assintética de qui-quadrado das diferentes redugdes do modelo.

Para a disposicdo grafica do modelo linear de regressao, levou-se em conta que:

f(x) = exp{a + B1 X1+ B2 X, + B3 Xz2 + B4 Xz2 +f3s Xzz}

Nesta expressao, f(x) € o modelo de regressao ajustado, que é funcdo de X (concentra-
cdo de AIB) e de Xz (concentragdo de carvao ativado).

Todas as linhagens flngicas foram isoladas de diferentes fontes naturais como solo,
madeiras, cascas e folhas de arvores. Foram isoladas e testadas 30 linhagens fungicas, perten-
centes ao laboratoério de Bioquimica do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de
Sao Paulo - Campus Sao Roque. As linhagens fungicas foram conservadas em tubos de ensaio
com meio de agar de batata dextrosado (PDA), inclinados a 4°C.

3 Resultados e discussao

Os resultados indicam que nao foi observada a formacgao de raizes em explantes inocu-
lados na auséncia de carvao ativado. Moncousin (1986a) afirma que a maioria das espécies le-
nhosas necessita, durante seu processo de enraizamento, da atuagdo de compostos antioxi-
dantes, como carvao ativado, para minimizar os efeitos maléficos dos compostos fendlicos
presentes em grande quantidade.

Nos tratamentos desprovidos apenas de auxinas, também ndo foi observada rizogéne-
se, contradizendo o proposto por Druart (1982), o qual afirma que apenas a auséncia de luz
seria suficiente para a induc¢ao do enraizamento.

A formacao de raizes adventicias s6 foi observada em explantes inoculados em meio de
cultura contendo a combinagdo entre auxina e carvao ativado.
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De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado, o nimero maximo de rai-
zes (27 por explantes) é obtido utilizando-se 4,8 mg.L-1 de AIB associado a 4,7 g.L' de carvao
ativado (Fig. 1). O mesmo pode ser observado por meio do diagrama de contornos (Fig. 2).
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Figura 1. Andlise de Superficie de resposta para nimero de raizes formadas in vitro a partir de brotagdes
em funcio de diferentes concentracdes de AIB (mg.L1) e Carvio Ativado (g.L'1).
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Figura 2. Diagrama de contornos correspondente a formacao de raizes in vitro a partir de brotagdes de Mo-
reira (Maclura tinctoria) em fung¢io de diferentes concentragdes de AIB (mg.L1) e Carvio Ativado (g.L'1).
Ponto de maximo: AIB = 4,80 e CA=4,70.

0 aspecto geral das raizes formadas a partir de brotacdes inoculadas em meio WPM a-
crescido de 5,0 mg.L-1 de AIB e 4,5 g.L-'1 de CA é demonstrado na Fig. 3.
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Figura 3. Brotacoes de Moreira (Maclura tinctoria) enraizadas in vitro.

Segundo a andlise de "Deviance" (Tab. 1), ndo foi possivel encontrar um modelo de re-
gressdo multipla com desvios ndo significativos. Entretanto, ficou evidente a alta qualidade do
ajustamento considerando-se a magnitude relativa das "Deviances". Calculando-se uma esta-
tistica semelhante ao coeficiente de determinacao, a razao da "Deviance" de regressao pela de
tratamentos, obtém-se um alto valor (93,98%).

Tabela 1. Quadro de andlise de "Deviance" para o nimero de raizes adventicias formadas.

Causas de variaciao GL "Deviance"
Tratamentos (29) 2801,2679%*
Regressio 8 2632,6681**
Desvios 21 168,5998**
Residuo 270 681,0686

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

A atividade estimulatéria do carvao ativado em induzir o enraizamento de brotagdes
também foi reportada por Dumas e Monteuuis (1995), em estudos com Pinus pinaster. San-
chez e Vilitez (1996) também induziram o enraizamento em brotacdes de Quercus robur e
Querbus rubra utilizando os efeitos positivos do carvao ativado em conjunto com a auxina AIB.

Figura 4. Aspecto visual de brotacoes de Moreira (Maclura tinctoria) inoculadas em meio WPM ajustado
em diferentes faixas de pH. A) pH=7,0; B) pH=6,0; C) pH=5,4.
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A indugdo de rizogénese foi altamente influenciada pelo pH do meio de cultura. A for-
macao de raizes adventicias (Fig. 4) s6 foi observada em meio de cultura cujo pH foi ajustado
para 7,0. Segundo McCown (1988), nesta faixa de pH nao ocorre redugdo da atividade das pe-
roxidases, favorecendo o enraizamento do explante.

4 Consideracoes finais

Foi possivel induzir o enraizamento in vitro de brotagdes de Moreira (Maclura tinctori-
a) na presenca de AIB e carvao ativado.

Para a obtenc¢ao do enraizamento in vitro de brotagdes de Moreira (Maclura tinctoria),
deve-se utilizar meio WPM com pH ajustado para 7,0 antes da autoclavagem, acrescido de 4,8
mg.L-1 de AIB e 4,7 g.L-1 de Carvao Ativado.
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