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Resumo: A propagagdo das sementes de
Ochroma pyramidale é limitada, pois, possui
dorméncia tegumentar e baixa taxa de
germinacdo natural. Uma alternativa viavel para
essas limitacGes, € a micropropagacdo. Essa
técnica visa produzir mudas em larga escala,
com qualidade superior, em curto periodo e
espaco reduzido. Dessa forma, o trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de sais no meio MS e de sacarose,
no estabelecimento in vitro de sementes de pau-
de-balsa. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4, duas concentracbes de
meio MS (50 e 100%) e quatro de sacarose (0,
15, 20 e 25 g L), totalizando 8 tratamentos com
15 repeticdes e em cada repeticdo 3 individuos,
totalizando, 360 individuos. Observou-se a
influéncia da concentracdo do meio MS e
sacarose no estabelecimento in vitro da espécie,
uma vez que, as variaveis germinacdo, nimero
de par de folhas, comprimento radicular e da
parte aérea, massa seca e fresca, além dos
menores valores de calogénese, plantas
senescentes, e contaminacdo, foram obtidos,
guando submetidas a baixa disponibilidade de
sais minerais e sacarose. Os melhores
tratamentos, foram os que continham 50% de
sais no meio MS com 15 e 20 g L* de sacarose.

PALAVRAS-CHAVE: Pau-de-balsa,
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Abstract: The propagation of Ochroma
pyramidale seeds is limited due to their
dormancy and low natural germination rate. A
viable alternative to overcome these limitations
is micropropagation. This technique involves
large-scale production of superior quality in a
short period of time and small space. Then, this
study aimed to assess the effect of different
concentrations of salt in MS medium and sucrose
on the in vitro establishment of balsa wood
seeds. This is a 2x4 factorial experiment using a
completely randomized design, two
concentrations of MS medium (50 and 100%)
and four concentrations of sucrose (0, 15, 20 and
25 g L), 8 treatments with 15 repetitions and 3
individuals in each repetition, totaling 360
individuals. The concentration of the MS
medium and sucrose influenced the in vitro
establishment of the species, given that the
variables germination, number of leaf pairs, root
and shoot length, dry and fresh mass, in addition
to the lowest callogenesis, senescent plant and
contamination values, were obtained under low
mineral salt and sucrose availability. The best
treatments were those that contained 50% salts in
the MS medium with 15 or 20 g L? of sucrose.
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INTRODUCAO
A Flora Brasileira € reconhecida pela

ampla diversidade de espécies, onde a Floresta
Amazdnica consiste no maior reservatorio de
diversidade vegetal do planeta (PEREIRA et al.,
2011), no entanto, apresenta espécies pouco
conhecidas e estudadas, como o pau-de-balsa
Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urban.
(Malvaceae). Essa espécie € caracterizada por
apresentar importancia econdmica, ecolégica e
social. Ocorre desde o Sul do México até a
Bolivia (DALBERTO, 2012). Sua distribuicéo
no Brasil esta concentrada principalmente nos
estados do Acre, Amazonas, Pard e Roraima
(CARVALHO, 2010). Porém, existem varias
regides no Pais, detentoras de 6timas condi¢des
para o seu desenvolvimento, uma vez que, possui
alta adaptabilidade (REIS, 2011).

O pau-de-balsa, € uma espécie utilizada
em sistemas agroflorestais, plantios mistos
destinados a recomposicao de areas degradadas e
de preservacao permanente, gragas ao seu rapido
crescimento e tolerncia a luminosidade direta
(SANTOS, 2014). Sua madeira, possui baixa
densidade, grande resisténcia as tensoes,
tornando-a facil de trabalhar (PINTO, 1998).
Diante de suas caracteristicas, pode ser
empregada na construcdo de aeromodelos,
jangadas, balsas, salva-vidas, boias e brinquedos
(LAMPRECHT, 1990). Além disso, pode ser
utilizada na fabricacéo de papel e celulose, forros
de tetos, isolante térmico e caixas de embalagem
de produtos pereciveis (RIZZINI, 1978).
Apresenta alto potencial para fabricacdo de
chapas de cimento madeira, moveis e pisos
(SABOGAL et al., 2006). A paina que envolve
sua semente pode ser Uutil para preencher
almofadas e travesseiros (LORENZI, 1992).

Apesar do pau-de-balsa  apresentar
importancia agroecoldgica, sua propagacao
possui algumas limitagdes em decorréncia da
dorméncia tegumentar, que acarreta a baixa taxa
de germinacdo natural. Em decorréncia desse
fato, € fundamental aprofundar em estudos na
propagacao da espécie, com intuito de contribuir
para 0 maior sucesso em sua utilizacdo. Uma
alternativa viavel que é recomendada para a

maioria das espécies com dificuldade de
germinacdo e armazenamento, é a técnica de
micropropagacdo ou cultivo in vitro que visa
facilitar a germinacdo, producdo de mudas em
larga escala, com qualidade superior, em curto
periodo e espaco reduzido (DE MOURA et al.,
2012). Essa técnica exige a otimizacdo das
condicdes de cultivo para cada espécie, em que 0
meio de cultura devera suprir tecidos e 6érgaos
com nutrientes necessarios ao crescimento,
basicamente, fornecer macro e micronutrientes, e
um carboidrato para substituir o carbono fixado
pela planta na atmosfera, atraves da fotossintese
(MONFORT et al., 2011).

Dentre as diversas formas de carbono no
cultivo in vitro, a sacarose é a mais utilizada, por
ser o hidratado de carbono mais comum na seiva
do floema de muitas plantas (GAUCHAN,
2012). Vérios autores, relataram seu efeito
positivo, em diferentes espécies, além, da
possibilidade de variacBes em sua concentragéo,
0 que beneficia o cultivo e reduz gastos
(MOREIRA et al., 2007; SORACE et al., 2008 e
SILVEIRA et al., 2012).

Quanto ao meio de cultura utilizado na
micropropagagdo, muitos autores, mencionam a
possibilidade de reduzir a concentragdo de sais
do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
para diversas espécies, com o intuito de melhorar
0 desenvolvimento e reduzir custos. Na
micropropagacdo de microestacas de inhame,
Simdes et al., 2014 verificaram-se que a reducédo
da concentragdo de sais e vitaminas do meio MS
para 50%, proporcionou melhor
desenvolvimento da parte aérea e radicular das
plantas. Dantas et al. (2000), relataram melhor
enraizamento in vitro de amoreira preta, quando
utilizaram-se concentracfes de sais no meio
basico MS reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4.

Diante da importancia do pau-de-balsa,
suas dificuldades de propagacdo e escassez de
trabalhos publicados, envolvendo o seu cultivo
in vitro, é fundamental estabelecer protocolos
para favorecer a propagacdo da espécie. Dessa
forma, este trabalho objetivou avaliar o efeito de
diferentes concentra¢des de sais no meio MS e
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sacarose, no estabelecimento in vitro de
sementes de pau-de-balsa.

MATERIAL E METODOS

As sementes foram coletadas no municipio
de Orizona-GO, apdés levantamento e
identificacdo de arvores matrizes, em um
povoamento com 4 anos de idade. Essa
prospeccdo teve por objetivo a selecdo de
arvores com caracteristicas desejaveis a
propagacdo vegetativa, no qual foram avaliados
0s parametros de altura da arvore e didmetro do
fuste, padrdes estes facilmente visualizados em
campo.

Apoés a coleta, os frutos foram
encaminhados ao Laboratério de Sementes
Florestais da Universidade Estadual de Goiés -
Campus Ipameri, para o beneficiamento e
armazenamento. A extracdo das sementes
ocorreu de forma manual, com posterior descarte
dos individuos visivelmente invidveis ou
atacados por insetos, em seguida, foram
armazenadas em sacos de papel, a fim de,
garantir a conservagéo de suas qualidades fisicas,
fisioldgicas e sanitérias.

Apbés 30 dias de armazenamento, no
Laboratério de Biotecnologia do Instituto
Federal Goiano - Céampus Urutai-GO, foi
realizada a desinfestacdo das sementes,
procedimento realizado antes do estabelecimento
in vitro. A desinfestacdo foi dividida em trés
partes: 1) utilizacdo de detergente por 5 minutos,
para quebra da tenséo superficial intensificando a
acdo dos outros produtos; 2) submersdo das
sementes em alcool 70% por um minuto e 3)
finalizando com uso de hipoclorito 50% por 30
minutos sob agitagdo constante. Apds cada
procedimento as sementes foram lavadas com
agua destilada até total eliminagdo dos produtos
utilizados. A quebra de dorméncia ocorreu
através da imersdo em &gua fervente por 8
minutos, conforme metodologia de Barbosa et al.
(2004).

As sementes foram inoculadas em meio
MS, com diferentes concentracbes de sais
(macro e micronutrientes) (50 e 100%),
combinados com quatro concentracbes de

sacarose (0; 15; 20 e 25 g L) acrescidos com 1g
L' de benzylaminopurina (BAP). O pH foi
ajustado para 5,8 + 2 antes da esterilizacdo a 1,5
atm, a 120°C por 20 minutos conforme
metodologia de Rodrigues (2010).

A inoculacdo das sementes ocorreu em
tubos de ensaio (25 x 150 mm), vedados com
duas camadas de Insulfilm, contendo 10 mL de
meio e uma semente por frasco. Este
procedimento foi realizado em cadmara asséptica
de fluxo laminar, para controle da assepsia. Apds
a inoculagéo, os tubos foram colocados em sala
de crescimento em meia luz por 7 dias, para
indugdo de germinacdo, com temperatura de 25°
+ 2°C e luminosidade de microMols de 40W
com lampadas fluorescentes e foto periodo de 16
horas.

O  delineamento  experimental  foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x4, duas concentracbes de meio MS (50 e
100%) e quatro de sacarose (0, 15, 20 e 25 g L-
1), totalizando 8 tratamentos com 15 repeticdes e
em cada repeticdo contendo 3 sementes, dessa
forma, inoculou-se 360 sementes de pau-de-
balsa.

Os tratamentos foram dispostos da
seguinte forma: T1- MS 50% e 0 g L* de
sacarose; T2- MS 50% e 15 g L de sacarose;
T3- MS 50% e 20 g L de sacarose; T4- MS
50% e 25 g L de sacarose; T5- MS 100% e 0 g
L de sacarose; T6- MS 100% e 15 g L* de
sacarose; T7- MS 100% e 20 g L™ de sacarose e
T8- MS 100% e 25 g L™ de sacarose.

Foram avaliadas as seguintes variaveis aos
90 dias ap0s a inoculagdo: a taxa de germinagédo
(%), o nimero de par de folhas, 0 comprimento
radicular (cm) e o comprimento da parte aérea
(cm), massa seca e fresca das plantulas (g),
calogénese, senescéncia e contaminagéo (%).

Os dados relativos a porcentagem foram

transformados em arcsen 1.V (x/100) e os
dados quantitativos foram transformados por 2.
J(x+1), com o intuito de se ter

homogeneidade e normalidade nos dados. Em
seguida, foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
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Tukey através do programa ASSISTAT na
versdo 7.7 beta (SILVA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de pau-de-balsa iniciaram o
processo de germinacao in vitro apds trés dias da
inoculagdo, caracterizada pela emissdo de
protrusdo da raiz primaria > 2 mm, em que 0S
maiores indices de emergéncias foram do
terceiro ao décimo dia.

A concentracdo de sais do meio MS

influenciou significativamente a germinacéo das
sementes de pau-de-balsa. A maior porcentagem
de germinagdo, numero de par de folhas,
comprimento radicular, comprimento aéreo das
plantulas, massa seca e fresca foi observado
guando utilizou-se o0 meio com 50% dos
nutrientes (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de germinagdo,
namero de par de folhas, comprimento radicular,
comprimento aéreo, massa seca e fresca em
Ochroma pyramidales, em fungdo do meio de
cultura. Ipameri-GO, 2015.

Meio Germ. Comp. (cm)  Massa (g)
Folhas

MS (%)

Raiz Aéreo Seca Fresca

50% 43,33a 1,77a 5,79a 4,62a 0,715a 0,786a
100% 30,55b 1,49b 4,16b 3,64b 0,712b 0,753b

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e
maiuscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Resultado semelhante foi obtido por
Aragjo et al., (2015), trabalhando com Gloxinia
eles perceberam que o meio MS 50%, resultou
nas melhores médias para nimero de folhas e
brotos. Reis et al., (2015) observaram que a
maior concentracdo de sais no meio de cultura
interferiu  no  potencial  osmético e,
consequentemente, na disponibilidade de &gua
para 0 processo de embebicdo da semente
durante a germinacéo, o que afetou diretamente o
namero de par de folhas, comprimento radicular
e massa seca.

Com relacdo ao efeito da sacarose,
independentemente da concentragdo de sais do

meio, pode-se observar que 0 aumento de
sacarose ndo favoreceu o crescimento de par de
folnas e comprimento radicular. Em
contrapartida 0 aumento na concentragdo de
sacarose proporcionou um acréscimo na massa
seca 0 que demonstra comportamento linear
dessa variavel na regressdo, porém afetou a taxa
de germinacdo nas concentra¢Bes de 20a 25 g L-
! de sacarose (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios de germinacao,
namero de par de folhas, comprimento radicular,
comprimento aéreo e massa seca em Ochroma
pyramidales, em funcdo das concentragdes de
sacarose. Ipameri-GO, 2015.

Conc. de Germ Comp. Massa
Sac. (%) " Folhas Raiz Seca
(gL (cm) 9
0 48,9a 1,78a 5,73a 0,712b
15 47,3a 1,64a 5,02a  0,713ab
20 44 5ab  1,52a 4,75a 0,714a
25 36,7b  1,30b 3,59b 0,715a

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e
maiuscula na coluna néo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

A sacarose é o carboidrato usado para
substituir o carbono que a planta fixa da
atmosfera pela fotossintese (MONFORT et al.,
2011), porém, quando o explante utilizado trata-
se de semente, esta ja possui material de reserva
gue ira nutrir o embrido nessa fase inicial de
germinagdo. Os resultados do trabalho,
provavelmente, devem-se a esse fato de que a
semente de pau-de-balsa jA possua em sua
reserva nutritiva um teor de sacarose que lhe
permita a emissao da plimula e da radicula, e
consequentemente um melhor desenvolvimento
da plantula em concentracbes menores de
sacarose.

A maior disponibilidade de sacarose no
meio extracelular pode provocar maior perda de
agua devido a pressao osmética exercida sobre a
semente, impedindo a embebi¢do necessaria para
a germinacdo (REIS et al., 2015). Isso
consequentemente afetou a geminagdo do pau-
de-balsa nas doses mais altas de sacarose.
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Analisando as diferentes concentracdes de
sacarose (0, 15 e 30 g L), no crescimento in
vitro de plantulas de Mirtilo (Vaccinium
myrtillum), Damiani e Schuch (2009) concluiram
gue as maiores porcentagens de enraizamento
ocorreram em meio sem a adicdo de sacarose.
Por outro lado, estes resultados discordam,
daqueles encontrados por Monfort et al., (2015),
gue trabalhando com Ocimum selloi, verificaram
efeito negativo sobre o nimero, comprimento,
matéria seca da brotacdo e nimero de raizes na
auséncia de sacarose.

O efeito das concentracBes de sacarose no
comprimento da parte aérea foi dependente das
concentracbes do meio MS, sendo assim,
necessario a realizacdo de desdobramento. Ao
avaliar a concentragdo do meio dentro de cada
concentracdo de sacarose, notou-se superioridade
do meio 50%, porém, o comportamento é
diferente para cada concentracdo de sacarose,
onde a auséncia desse componente proporcionou
0 maior comprimento da parte aérea enquanto na
dose de 25 g L o menor comprimento (Tabela
3).

Tabela 3. Desdobramento do comprimento da
parte aérea em Ochroma pyramidales,
concentracdo do meio dentro de cada dose de
sacarose. Ipameri-GO, 2015.

Meio Conc. de Sac. (g LY)
MS 0 15 20 25
50% 538aA 5,34aA 4,62aAB 2,94aB

100%  4,22aA 2,35bB  4,53aA  2,23aB

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e
maiuscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Considerando a concentracdo de sacarose
dentro do meio, os resultados indicam
comportamento semelhante entre os meios e
demonstra que na concentracdo abaixo de 15 g
L-1 (10 g L), a altura da parte aérea expressou 0
seu comprimento maximo (Tabela 4).

Tabela 4. Desdobramento do comprimento da
parte aérea em Ochroma pyramidales,

concentracdo de sacarose dentro de cada meio.
Ipameri-GO, 2015.

Parte Aérea (cm)

Conc. de Sac.
@L™ Meio 50%  Meiol00%
0 5,38a 4,62a
15 5,34a 4,532
20 4,62ab 4,23ab
25 2,94b 2,23b

*Meédias seguidas de mesma letra minudscula na linha e
maiUscula na coluna nao diferem significativamente entre si

pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

A massa fresca foi influenciada pela
concentragdo do meio MS e por meio da
interacdo entre os tratamentos. Avaliando 0 meio
de forma independente nota-se que o0 MS 50%
proporcionou um peso médio em gramas de
0,786, em contrapartida o meio MS 100%, foi de
apenas 0,753 (Tabela 1). Através do
desdobramento do meio dentro de cada dose, foi
possivel perceber que quando utilizou o meio
MS com 100% dos sais minerais aliado ao
aumento das concentragdes de sacarose, houve
diminuicdo no peso da massa fresca em relagéo
ao MS 50%, portanto 0 meio 50% com 15 ou 20
g L? de sacarose proporcionaram os melhores
resultados para massa fresca (Tabela 5).

Tabela 5. Desdobramento da concentracdo de
sais do meio MS dentro de cada dose de
sacarose, da massa fresca em Ochroma
pyramidales. Ipameri-GO, 2015.

Meio Conc. de Sac. (g L™?)
MS 0 15 20 25
50% 0,779aA 0,811aA 0,802aA 0,753aA

100% 0,792aA 0,732bA  0,755bA  0,732aA

*Meédias seguidas de mesma letra mindscula na linha e
maiUscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Através do  desdobramento  das
concentracdes de sacarose dentro de cada meio,
nota-se que o melhor o meio de 50% em
conjunto com as concentracdes de 15 ou 20 g L
de sacarose proporcionaram os maiores valores
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de massa fresca mesmo ndo sendo diferentes
entre si estatisticamente (Tabela 6).

Tabela 6. Desdobramento da concentracdo de
sacarose dentro de cada meio, da massa fresca
em Ochroma pyramidales. Ipameri-GO, 2015.

Conc.de Sac. Massa fresca (g)
(9L Meio50% __ Meio 100%
0 0,779 0,792a
15 0,811a 0,748a
20 0,802a 0,755a
25 0,753a 0,732a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e
maiuscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

A concentracdo de sacarose teve efeito
significativo no aparecimento de plantas
senescentes e com calogénese (Tabela 7).
Quanto a senescéncia das plantas, observamos
gue na auséncia de sacarose e na maior dose
utilizada (25 g L) houve os menores nimero de
plantas senescentes, ja nas doses de 15e 20 g L™
houve uma maior quantidade de plantas
senescentes. A maior incidéncia de plantas com
calogénese, surgiu nas concentracdes de sacarose
(15 e 20 g L1, com médias de 1,45 e 1,43
respectivamente, Ja na auséncia de sacarose e na
concentracdo maxima de 25 g L a presenca de
calos foi menor.

Tabela 7. Presenca de plantas senescentes e com
calogénese em Ochroma pyramidales, em fungéo
das concentracbes de sacarose. Ipameri-GO
2015.

Conc. de Sac. Plantas Plantas
gL Senescentes com Calos
0 1,02ab 1,42ab
15 1,10a 1,45a
20 1,08a 1,43a
25 1,00b 1,41b

*Meédias seguidas de mesma letra minuscula na linha e
maidscula na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

A calogénese ¢ um evento fisiologico
comum na propagacdo in vitro de espécies
lenhosas e relevante em estudos de variabilidade
somaclonal nos programas de melhoramento
genético. Apesar disso, ndo €, considerada
favoravel na micropropagacdo, de acordo com
Bassan et al., (2006).

" 7 ¢
| s v . | V

Ochroma pyramidale § i
T2 MS % + BAP+ 15,0 g.F
. Sacarose

Figura 1. Calogénese em folhas de plantulas de
Ochroma pyramidales cultivadas in vitro e
plantulas em meio MS 50% com 15 g L * de
sacarose. Ipameri, 2015.

Células e tecidos cultivados in vitro ndo
sdo autotréficos, necessitando de uma fonte
externa de carbono no meio para o crescimento e
multiplicacdo celular. O agucar atua ndo apenas
como fonte tréfica, mas também como regulador
osmotico do meio de cultura, influenciando
diretamente no crescimento e morfogénese das
culturas (PILATTI, 2011).

Em estudos Pereira et al., (2003) afirmam
que a sacarose influéncia nos processos de
iniciacdo e diferenciacdo de embriGes somaticos.
Ribeiro et al., (2015) relataram, que a
concentracdo de sacarose influencia diretamente
a formac&o de calos em Pfaffia glomerata.

A variavel contaminacdo foi influenciada
significativamente pela concentracdo de sais do
meio MS, os resultados demonstram que 0 meio
com 100% de sais apresentou 0 maior indice de
contaminagdo  (49%), enquanto 0 meio
suplementado com 50% de sais resultou em um
indice de contaminacdo menor (33,8%).

CONCLUSAO

Existe influéncia da concentracdo do meio
MS e da sacarose no estabelecimento in vitro do
Ochroma pyramidale
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As sementes de pau-de-balsa, ndo
apresentam  comportamento  exigente, na
germinacdo in vitro, tendo par de folhas,
comprimento radicular, comprimento de parte
aérea, massa seca e fresca, além dos menores
valores de calogénese, plantas senescentes, e
contaminacdo, obtidos, quando a espécie foi
submetida a baixa disponibilidade de sais
minerais e sacarose.

Os melhores tratamentos, para a maioria
das variaveis, foram os que continham 50% de
sais no meio MS e as menores doses de sacarose,
sendoelas, 15gLte20g L™
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