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Resumo - Varias espécies da familia Lauraceae encontram-se em risco de extingao, devido ao alto valor comercial
de suas madeiras ¢ a consequente exploracdo das reservas naturais. Dentre elas, Ocotea porosa (imbuia), O.
odorifera (canela-sassafras) ¢ O. catharinensis (canela-preta) sdo de grande importancia no Sul do Brasil, de
onde sdo originarias. Estas espécies apresentam sementes recalcitrantes, o que dificulta sua regeneragao natural.
Além disso, a propagagdo por meio de estaquia e enxertia apresenta limitagdes. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a germinagdo e multiplicagdo in vitro das canelas preta e sassafras na presenga de BAP e carviao ativado
¢ a germinagdo ¢ multiplicagdo in vitro de imbuia sob diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura.
Para as canelas preta e sassafras foram avaliadas duas concentragdes de NaClO na desinfestagdo de embrides
(0,1 % ¢ 0,5 %). Na fase de multiplicag@o, foi avaliado o efeito de BAP e carvdo ativado. Para a imbuia, foi
avaliada a influéncia da concentragdo de sacarose (30, 60, 90 ou 120 g.L"") na introdug@o e multiplicagdo in vitro.
A porcentagem de germinagdo foi superior a 85 % para as trés espécies. Para a canela sassafras, as melhores
taxas de multiplicagdo foram obtidas na presenca de 5 umol.L' de BAP. Para a imbuia, a concentragdo de
60 g.L! de sacarose no meio proporcionou as maiores taxas de multiplicagdo. Apesar de o estabelecimento da
canela preta ter sido satisfatorio, apds algumas semanas no meio de multiplicagio os explantes ndo apresentavam
aparéncia normal e oxidaram.

Termos para indexacio: BAP, carvao ativado, sacarose, conservagao.

In vitro Establishment of Ocotea odorifera, O. catharinensis and O. porosa

Abstract - Several species of the Lauraceae family are endangered, due to the high value of their woods,
and the consequent exploitation of natural populations. Among them, Ocotea porosa, O. odorifera and O.
catharinensis, native from South Brazil, have recalcitrant seeds, what makes even more dificult their natural
regeneration. This work aimed to evaluate in vitro seed germination and multiplication of O. odorifera and O.
catharinensis in culture medium supplemented with activated charcoal and/or BAP and in vitro seed germination
and multiplication of O. porosa in culture medium supplemented with several concentrations of sucrose. The
effect of BAP and activated charcoal were tested in the multiplication of O. catharinensis and O. odorifera and
the effect of sucrose concentration (30, 60, 90 ou 120 g.L") was tested in the multiplication of O. porosa. The
germination percentage was higher than 85% for all species. BAP promoted the highest multiplication rates for
O. odorifera. O. porosa showed the best results for in vitro germination and multiplication on 60 g.L! sucrose.
The establishment of O. catharinensis was achieved, but after some weeks, in all media tested, the explants
showed abnormalities, and finally died.

Index terms: BAP, activated charcoal, sucrose, conservation.

Introducio

O bioma Mata Atlantica, que abriga uma vasta
diversidade biologica e um alto grau de endemismo, ¢
considerado o bioma mais ameagado do Brasil, por estar
situado na regido onde vive 70 % da populacao brasileira,
e onde se concentra a maior atividade industrial do Pais.

Doi: 10.4336/2009.ptb.59.37

Estima-se que, atualmente, restem menos de 7 % desse
bioma (RIBEIRO et al., 2005). Apesar de sua ampla
distribuicao ao longo da costa brasileira, desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, muitas das
espécies endémicas que compdem a Mata Atlantica estao
em perigo de extingdo. Entre elas as canelas sassafras
e preta e a imbuia, da familia Lauraceae, que na regido
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sul tem grande destaque economico do ponto de vista
madeireiro (CETNARSKI FILHO, 2003).

A canela sassafras (Ocotea odorifera) ¢ uma espécie
de médio porte (15 a 20 metros) com ampla distribuicao,
desde o Rio Grande do Sul até a Bahia (CARVALHO,
2003). Sua frutificagdo acontece irregularmente entre
0s anos e raramente ¢ abundante, sendo que o processo
reprodutivo das plantas inicia-se somente aos 20 anos
de idade. A semente ¢ atacada por insetos e fungos
antes e apoOs a maturacao fisioldgica. Seu alto teor
em Oleo provoca a oxidacao e rapida deterioracdo da
semente, determinando uma baixa taxa de germinagao
(CARVALHO 1994). A canela-sassafras durante muito
tempo foi extremamente explorada por conter safrol em
seu oleo essencial, o qual apos a extragao é convertido
em outras valiosas substancias, com largo emprego na
perfumaria, medicina, como combustivel em naves
espaciais e outros setores industriais (CARVALHO,
1994).

A imbuia (O. porosa) é outra espécie de destaque na
Mata Atlantica, e segundo Rizzini (1978) trata-se de uma
arvore que comumente chega de 15 a 20 metros. A imbuia
¢ uma arvore nativa do Brasil, e ocorre naturalmente nos
estados de Goias, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Sao Paulo. A floracao acontece entre
os meses de outubro e dezembro e a frutificacao por sua
vez ocorre nos meses de fevereiro a abril (CARVALHO,
2003). A Imbuia foi uma das arvores mais abundantes
do Sul do Brasil, mas devido a sua valiosa madeira esta
ameacada de extingdo (NETO et al., 2002) e constitui a
segunda espécie nativa em volume de madeira explorada,
e esta exploracao se deve a qualidade da madeira, a
qual ndo é dura nem pesada, mas extremamente duravel
(RIZZINI, 1978).

A canela preta (O. catharinensis) trata-se de uma
espécie florestal que atinge 25 a 30 metros de altura
(RIZZINI, 1978). Sua distribuigdo ocorre naturalmente
no Brasil nos estados de Minas Gerais, Parana, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo.
Sua floragao ocorre entre os meses de junho e janeiro
no Parand, com os frutos maduros entre maio e agosto.
Possui madeira muito visada por ser de facil manuseio e
por tomar bom polimento, tornando-se atraente quando
envernizada. Entretanto, o principal interesse na planta
¢ o oleo essencial presente no caule, o linalol, produto
muito apreciado por seu aroma de rosa, e amplamente
empregado na fabricagdo de cosméticos (CARVALHO,
2003).

Pesquisa Florestal Brasileira, Colombo, n.59, p.37-44, jul./dez. 2009

A regeneragdo natural destas espécies ¢ dificultada
pela recalcitrancia de suas sementes, as quais perdem
a viabilidade em um curto periodo de tempo nos
sistemas convencionais de conservagdo (e.g. cdmara
fria) (CARVALHO, 2003). A propagacdo vegetativa
convencional por estaquia destas espécies apresenta
baixa capacidade de enraizamento, como demonstrado
por Hogberg et al. (1998) na propagacdo de canela
sassafras.

As técnicas de propagacdo in vitro adequam-se a
programas de introdugdo, multiplicagdo, conservagao
e intercambio de germoplasma, contribuindo para
a preservacdo da variabilidade genética da espécie.
Dentre as técnicas de conservacdo de material in vitro,
a preservacao sob condi¢des de crescimento lento em
laboratorio ¢ considerada eficiente (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). A germinagdo in vitro de embrides
zigbticos imaturos e maturos pode ser utilizada para
o resgate de embrides em programas de conservacao
e melhoramento genético, na recuperag@o de hibridos
de cruzamentos incompativeis ¢ também como fonte
de explante para a cultura de tecidos (ZHANG;
LESPINASSE, 1991).

Estudos envolvendo o estabelecimento e multiplicagao
in vitro de espécies da familia Lauraceae ndo sao muito
frequentes na literatura. Estudos relacionados a aspectos
morfologicos, fisioldogicos e bioquimicos ja foram
realizados para embrides zigoticos e somaticos (SANTA
CATARINA et al., 2003) de espécies do Género Ocotea
(SANTA CATARINA et al., 2006). Para outras espécies
da familia Lauraceae, como Laurus nobilis (CANHOTO
etal. 1999), Persea americana Mill. (WITJAKSONO
et al. 1999), O. catharinensis (VIANA; MANTELL
1999) e O. odorifera (SANTA CATARINA etal.,2001),
aembriogénese somatica foi induzida. Porém, a inducao
de culturas embriogénicas depende do genotipo, tipo
de explante, estadio de desenvolvimento do explante
e da composicao do meio de cultivo in vitro (LITZ et
al., 1998). Kowalski e Van Staden (2001) avaliaram
o efeito de varios pré tratamentos no estabelecimento
in vitro de O. bullata, espécie nativa da Africa do Sul
(KOWALSKI; VAN STADEN, 2001).

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer
e multiplicar em condigdes in vitro canela sassafras
(O. odorifera), imbuia (O. porosa) e canela preta (O.
catharinensis) visando tanto a conservacao in vitro como
o desenvolvimento de protocolo de micropropagacao
das espécies.
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Material e Métodos

Material Vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio
de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Florestas,
Colombo, PR. As matrizes utilizadas localizam-se
na fazenda Gralha Azul da PUCPR em Fazenda Rio
Grande, PR (canela-sassafras) e em Colombo, PR
(canela-sassafras, canela-preta e imbuia). As sementes
foram coletadas durante os meses de outubro de 2008
para canela-preta e sassafras e nos meses de janeiro e
fevereiro de 2009 para a Imbuia, com o auxilio de um
podao.

Os frutos coletados no estagio fisioldogico maduro
foram acondicionados em frascos de vidro de 1 L,
lacrados com plastico filme PVC. No laboratorio,
incialmente, os frutos foram despolpados manualmente
e desinfestados em capela de fluxo laminar, com alcool
70 % por 1 min seguido de hipoclorito de sodio 5 %
por 10 min e triplice lavagem em agua bidestilada e
autoclavada.

Efeito de diferentes concentracoes de NaClO na
desinfestacio e germinacio in vitro de sementes das
canelas preta e sassafras

Os embrides de canela preta e canela sassafras foram
retirados com auxilio de pingas, e foram submetidos a
dois tratamentos de desinfestagdo em capela de fluxo
laminar: (i) hipoclorito de sédio a 0,5 % por 10 min ou
(i1) 0,1 % por 10 min, seguidos de triplice lavagem em
agua destilada e autoclavada. Os embrides foram entao
inoculados em frascos de 7,5 cm de altura por 2,5 cm
de didmetro contendo 20 mL de meio de cultura /2 MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 15 g.L"!
de sacarose e 7 g.L"! de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem.

Efeito da sacarose na germinacio in vitro de
embrides de imbuia

Os embrides de imbuia apos retirados foram
desinfestados com hipoclorito de s6dio a 0,5 % por 10
min, seguido de triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada e em seguida foram inoculados em frascos
de 7,5 cm de altura por 2,5 cm de didmetro contendo
meio MS acrescido de 1 g.L!'de carvao ativado,
7 g. L' de agar e diferentes concentragdes de sacarose
em dois experimentos. No primeiro, foram testadas as
concentragdes 30, 60 e 90 g.L! de sacarose e no segundo
60, 90 e 120 g.L". O pH dos meios foi ajustado para

5,8 antes da autoclavagem. Todos os embrides foram
deixados no escuro por 7 dias em sala de crescimento
com temperatura de 23 £ 2 °C, antes de serem colocados
sob intensidade luminosa de 84 + 4 pmol m2.s"' sob
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Efeito do BAP e do carvao ativado na multiplicaciao
in vitro das canelas preta e sassafras

Apbds a germinacdo dos embrides, quando
apresentavam aproximadamente 2 cm de comprimento,
os explantes de canela sassafras e canela preta foram
submetidos aos seguintes tratamentos, em frascos de
7,5 cm de altura por 2,5 cm de didmetro:

T1) Meio MS acrescido de 1,5 g.'! de carvio ativo

e 7 gL 'de agar.

T2) Meio MS acrescido de 1,5 g.L! de carvao ativo,

5 umol.L! de 6-benzilaminopurina (BAP) e 7 g.L'!

de agar.

T3) Meio MS acrescido de 5 umol L' de BAP e

7 g. L' de agar.

Efeito da sacarose na multiplicacio in vitro de imbuia

Para os explantes de imbuia foram mantidos os
mesmos meios da fase de estabelecimento, de acordo
com cada experimento, ou seja, meio MS acrescido de
30,60 0u90 g.L! ou 60,90 ou 120 g.L "' de sacarose (para
o primeiro e segundo experimentos, respectivamente),
acrescidos de 1 g.L"' de carvao ativo e 7 g.L' 4gar, com
o pH ajustado para 5.8.

Avaliac¢ao e condicao da sala de crescimento

Para os experimentos de estabelecimento foram
avaliados 60 dias apos a introdugdao o ntimero de
embrides germinados sadios, com fungos, bactérias e
oxidados.

Para os experimentos de multiplicacdo, apds 30
dias as seguintes varidveis foram avaliadas: presenca
de raiz, comprimento de raiz, comprimento da parte
aérea, numero de folhas, presenca de calo e numero
de brotacdes. O segundo experimento da imbuia
foi avaliado excepcionalmente aos 60 dias. Cada
experimento constou de 20 plantulas por tratamento,
divididas em 5 repeti¢des com quatro individuos em
cada uma, em delineamento inteiramente casualizado.
As andlises estatisticas foram realizadas no software
estatistico R (2009). Inicialmente foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) para todas as variaveis, sendo o
qui-quadrado usado para as variaveis discretas e o teste
F para as variaveis continuas. Quando ocorreu diferencga
significativa entre as médias, estas foram comparadas
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entre si por contraste ortogonal e Tukey a p<0,05 para
as variaveis discretas e continuas, respectivamente.
Para a imbuia, as variaveis foram transformadas em
raiz quadrada, exceto para niimero de folhas onde foi
usado log (x+1).

Todos os materiais vegetais foram acondicionados
em sala de crescimento com temperatura de 23 + 2 °C
e intensidade luminosidade de 84 + 4 pmol m™.s! sob
fotoperiodo de 16/8 horas.

Resultados e discussao

Efeito de diferentes concentracoes de NaClO na
desinfestacio e germinacao in vitro de embrioes das
canelas preta e sassafras

Na desinfestagdo dos embrides da canela preta e canela
sassafras ambas as assepsias testadas foram eficientes,
apresentando uma grande porcentagem de plantas
germinadas sadias (Figuras 1A e 1B). Os resultados
obtidos para canela sassafras pela assepsia usada foram
muito proximos, com médias de 81 % (NaClO 0,1
%) e 85 % (NaClO 0,5 %) de embrides germinados
sadios (Figura 1A). O mesmo foi evidenciado por
Santa Catarina et al. (2001), no qual a desinfestacao
em frutos de O. odorifera (canela-sassafras) alcancou
a porcentagem média de germinag@o de 80 %. Nesses
testes as médias de oxidagdo e de contaminacdo por
fungos respectivamente foram de 4 % e 15 % (NaClO
0,1%)ede6%e9 % (NaCIO 0,5 %). Nao foi observada
contaminagao por bactérias (Figura 1A).

Para a canela preta, as médias de embrides germinados
foram de 86 % (NaClO 0,1 %) e de 85 % (NaClO 0,5 %)
(Figura 1B). Nao foi observada a presenca de embrides
oxidados ou contaminados por bactérias nos tratamentos,
e a porcentagem de embrides contaminados por fungos

foi em média de 14% para NaClO 0,1 % e 15 % para
NaClO 0,5 %, sugerindo que ndo houve influéncia do
hipoclorito de sodio nas concentragdes testadas.

O hipoclorito de sodio ¢ bastante utilizado para
desinfestagdes de explantes no cultivo in vitro e a
concentracao varia bastante de acordo com a espécie. Em
O. porosa, Vicentini (1995) obteve 73,3 % de brotagdes
sem contaminacao utilizando 0,5 % de NaClO por 10
min, enquanto para desinfestacdo de O. odorifera, o
tratamento de desinfestacdo foi mais eficaz com 0,75
% de solugao de NaClO por 10 minutos. Segundo
os resultados obtidos, a concentragdo de NaClO de
0.5 % pode ser recomendada na assepsia das canelas
preta e sassafras, uma vez que nao houve contaminagao
por bactérias e o numero de explantes oxidados foi
semelhante e baixo, sugerindo que nao houve efeito
toxico a esta concentragao.

Efeito da sacarose na germinacio in vitro de
sementes de imbuia

As médias de embrides germinados e sadios no
primeiro experimento foram de 90 % nos meios de
cultura acrescido com 30 g.L"! de sacarose ¢ 95 % nos
meios com 60 ¢ 90 g.L! (Figura 1C). Estes resultados
foram superiores aos encontrados por Pelegrini (2008),
que também utilizou estas concentragdes de sacarose,
obtendo os melhores resultados com 90 g.L! de sacarose,
com uma taxa de germinacao de 59,4 %.

O numero de embrides oxidados nas trés espécies
foi baixo, provavelmente devido a presenca de carvao
ativado no meio de cultura, o qual auxilia na adsor¢ao
dos compostos fenolicos, aliado as baixas concentragdes
de hipoclorito de sédio ¢ ao fato dos embrides terem
permanecido por 7 dias no escuro. A contaminac¢ao por
fungos também foi baixa, mesmo com assepsias com
baixas concentragdes de hipoclorito de sédio. Além
da desinfestacdo, a protecdo natural do embrido pela

100% A 100%
80% 80%
60% 60%
m0,1% NaClo
40% 40%
®0,5%NacClo
20% 20%
0% ‘ el 0% -
Fungo Oxidado Sadio Fungo

Oxidado

B 100% ( ;

80%

60% m Sadios
m0,1%NaClo

40% m Fungos
m0,5%NaClo
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0% - —
T1 T2 T3

sadio

Figura 1. Médias de contaminacdo por fungos, embrides oxidados e germinados (sadios) na desinfestacao de (A) - canela-
sassafras, (B) - canela-preta 0,1 % e 10,5 % de NaClO e (C) — imbuia sob diferentes concentragdes de sacarose no meio de
germinagdo de embrides de imbuia - T1 - 30 g.L''; T2 - 60 g.L'e T3 -90 g.L..
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estrutura da semente deve ter contribuido para estas
baixas taxas.

Efeito do BAP e do carvao ativado na multiplicacao
in vitro das canelas preta e sassafras

Em canela-sassaftas e preta foram testadas a presenca
e a auséncia de BAP (5 umol.L") e carvdo ativado
(1,5 g.L'") em meio de cultura MS. Para a canela sassafras
somente para a variavel numero de brotos houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos, com
5 umol.L' de BAP, apresentando resultados superiores
aos demais, e média de 1,4 brotagdes formadas por
explante (Tabela 1). Para as outras varidveis avaliadas
nao houve diferenca estatistica significativa, resultados
que corroboram os obtidos por Santa Catarina et al.
(2001), que testando as concentragdes de 0 € 4,4 umol.L!
de BAP no meio de cultura ndo observaram diferencgas
na germinagao e no pré desenvolvimento dos embrides
de canela sassafrds. No entanto, a taxa de multiplicacao
obtida ainda ¢ muito baixa, sugerindo que outros
fitorreguladores e em diferentes concentragdes devem
ser testados para esta espécie.

Para a imbuia, Pellegrini (2008) observou que o meio
de cultura MS, suplementado com 5 pM de BAP foi mais
eficiente para a multiplicagdo da imbuia, proporcionando
5,3 brotagdes por explante, apos quatro subcultivos.

Tabela 1. Médias e erros padrdes dos tratamentos para as
variaveis numero de brotagdes (NB), nimero de folhas (NF),
presencga de raiz (PR), comprimento da parte aérea (CAP) e
comprimento de raiz (CR), avaliadas para a canela sassafras.
T1 meio MS normal com 1,5 g.L! de carvéo ativo, T2 meio
MS normal com 1,5 g.L'! de carvdo ativo ¢ 5 pmol.L! de
BAP ¢ T3 meio MS normal, com 5 umol.L! de BAP.

Significativas
NB*

T1 0,12+0,09°
T2 0,12+0,07°
T3 0,72+0,34*

Nao significativas
NF PR CAP(cm) CR (cm)

Médias 4,97+ 0,78 0,27£0,09 0,82+0,14 0,40+ 0,18

* Médias comparadas entre si por contraste ortogonal a p<0,05.

A emissdo de novas brotagdes pode ser observada no
tratamento com 5 pmol.L"! de BAP (Fig 2C), enquanto
nos demais tratamentos isso ndo foi observado (Fig
2A e 2B), mesmo quando usado BAP na presenca de
carvao ativado, sugerindo que esse componente pode
estar adsorvendo esta citocinina e neutralizando seu
efeito na indugdo de novas brotagdes. Costa (2006)
afirma em seu trabalho com bananeira cultivada in vitro
na presenca do carvao ativado que, independentemente
das concentra¢des de BAP, ndo existe efeito positivo
na indugdo de novas brotagdes, provavelmente devido
ao fato do carvdo ativado adsorver os reguladores de
crescimento.

Figura 2. Aspectos visuais para
os diferentes tratamentos para
canela-sassafras, T1 meio MS
normal com 1,5 g.L'! de carvdo
ativo (2A), T2 meio MS normal
com 1,5 g.L'! de carvao ativo e
5 umol L' de BAP (B) e T3 meio
MS normal, com 5 pmol.L"! de
BAP (C) e para canela preta, T1
meio MS normal, com 1,5 g de
carvao ativo (D), T2 meio MS
normal, com 1,5 g de carvao ativo
e 5 pmol.L' de BAP (E) ¢ T3
meio MS normal, com 5 pmol.L"!
de BAP (F).



42 A. Moritz et al.

A emissdo de novas brotagdes € importante, pois
dela depende a multiplicacdo in vitro da espécie. Para
a canela-sassafras os resultados de multiplicagdo
in vitro obtidos por Vicentini (1995) ndo foram
suficientes para a propagacdo massal de mudas. O.
bullata, outra Lauraceae, demonstrou ser recalcitrante
para a micropropagagdo, devido a presenca de varios
compostos fenolicos (KOWALSKI; VAN STADEN,
2001).

Para canela preta, os tratamentos ndo apresentaram
diferenca estatistica, sugerindo que o BAP e o carvao
ativado, ou a combinacdo destes, nas concentragoes
testadas, ndo promovem aumento das taxas de
multiplicagdo dessa espécie (Tabela 2). Além disso,
o desenvolvimento dessa espécie foi muito lento,
semelhante ao observado para plantas germinadas
ex vitro (CARVALHO, 2003), sugerindo uma maior
recalcitrancia dessa espécie ao cultivo in vitro em
comparagdo com a canela sassafras.

Embora o crescimento lento seja interessante para a
conservagdo in vitro, os explantes de canela preta ndo
apresentaram aspecto saudavel, indicando que os testes
realizados ndo foram satisfatorios para a conservagao da
canela preta. Isto é claramente observado nas Figuras
2D, 2E e 2F, onde sdo apresentados os explantes com
tamanhos diminutos e com tecidos oxidados.

Efeito da sacarose na multiplicacido in vitro de
imbuia

Para imbuia, foram testadas diferentes concentragdes
de sacarose em dois experimentos. No primeiro, houve
diferencga estatistica para as variaveis numero de folhas
e comprimento de parte aérea, sendo que o tratamento
com 60 g.L ! de sacarose apresentou as melhores médias
(5,85 cm e 1,03 cm, respectivamente) (Tabela 3). Para
as demais variaveis ndo houve diferenca estatistica.
No tratamento com 60 g.L!' de sacarose as plantas
inicialmente apresentaram coloragdo rdésea (Figura
3B), sugerindo o efeito de estresse sobre os explantes.
No entanto, ap6s alguns dias, a partir do centro das
estruturas surgiram explantes com aparéncia normal
(Figuras 3D e 3E). O tratamento com 30 g.L-' de
sacarose pode ser também interessante, pois as plantas
apresentaram desenvolvimento lento conforme mostrado
para as variaveis nimero de folhas e comprimento de
parte aérea, com aspecto sadio, sugerindo que esse
tratamento poderia ser utilizado para a conservagao in
vitro da espécie (Figura 3A). No tratamento com 90 g.L*!
de sacarose as plantas ndo apresentaram um padrdo de
desenvolvimento sadio, provavelmente indicando um
carater fitotoxico dessa concentracdo de sacarose na
manutengao in vitro da imbuia. O mesmo foi observado
por Kozai (1991) e Caldas et al. (1998) nos quais a
concentracdo de sacarose foi um fator determinante
no crescimento, sendo que as concentracdes elevadas
provocaram crescimento reduzido e até a morte de
mudas.

Tabela 2: Médias e erros padroes entre tratamentos para as variaveis, numero de brotagdes (NB) numero
de folhas (NF), presenca de raiz (PR), comprimento da parte aérea (CAP) e comprimento de raiz (CR)

avaliadas para a canela preta.

Nao significativas

NB NF PR

CAP CR

Médias 0,05+0,03 1,72+0,29

0,12+0,05

0,25+0,06 0,05+0,03

Pesquisa Florestal Brasileira, Colombo, n.59, p.37-44, jul./dez. 2009



Estabelecimento in vitro de Ocotea odorifera, O. catharinensis e O. porosa

Tabela 3. Médias e erros padrdes entre tratamentos para as
variaveis explantes vivos, oxidados, niimero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CAP), presenga de calo (PC),
presencga de raiz (PR) e comprimento de raiz (CR) avaliadas
para a imbuia. Meio 0,5 MS com 1 g.L'! de carvido ativo e
7 g.L'! de agar acrescido 30, 60 ou 90 g.L' de sacarose, de
acordo com cada tratamento.

Tratamento Significativas
(g.L! sacarose) NF CPA (cm)
30 2,75+0,51° 0,61£0,11
60 5,85+0,90* 1,03+0,19*
90 3,25+0,69 0,46+0,07°
Naio significativas
PC (%) PR (%) CR (cm)
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No segundo experimento, houve diferenga estatistica
entre os tratamentos para todas as variaveis avaliadas.
A concentragdo de 120 g.L' de sacarose influenciou
negativamente as caracteristicas avaliadas, sugerindo
certo grau de toxicidade nessa concentragdo. De
maneira geral, as concentragoes de 60 e 90 apresentaram
resultados semelhantes, com excecdo das caracteristicas
avaliadas para a raiz, para as quais a concentracao de
60 g.L! foi estatisticamente superior. Nas concentragdes
maiores do carboidrato, os explantes ndo apresentaram
aparéncia saudavel, corroborando os resultados dos
primeiro experimento.

Figura 3. Aspectos visuais para os diferentes tratamentos com imbuia, T1 meio 0,5 MS com 1 g.L!
de carvao ativo e 30 g.L!' de sacarose (A), T2 meio 2 MS com 1 g. L' de carvdo ativo e 60 g.L'de
sacarose (B) € T3 meio 0,5 MS com 1 g. L' de carvdo ativo e 90 g.L"! de sacarose (C) e plantulas de
imbuia na fase de multiplicag@o (D ¢ E).

Tabela 4. Médias e erros padrdes entre tratamentos para as variaveis explantes vivos, oxidados, nimero
de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CAP), presenga de raiz (PR) e comprimento de raiz (CR)
avaliadas para a imbuia. Meio 0,5 MS com 1 g L' de carvao ativo e 7 g.L"' de agar acrescido 60, 90
ou 120 g.L'" de sacarose, de acordo com cada tratamento.

Tratamento Significativas
(g.L" sacarose) NF CPA (cm) PR CR (cm)
60 4,40 + 0,940 1,236 + 0,396 0,360 + 0,075 0,420 + 0,157
90 2,28 +£0,568® 0,524 0,183 0,120 + 0,049° 0,036 + 0,016°
120 1,28 + 0,224 0,216 + 0,068° 0+0° 0+0°

* Médias comparadas entre si por contraste Tukey (p<0,05).
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A micropropagagdo de imbuia via proliferacdo de
gemas axilares foi relatada por Vicentini (1995). A taxa
média de multiplicacao obtida foi de 2,4 brotagdes por
explante em meio de cultura MS acrescido de 3,23 uM
de BAP.

Conclusoes

- Os processos de desinfestagdo na canela preta e
sassafras com 0,1 % e 0,5 % de NaClO sio eficientes, e
possibilitam alta taxa de germinagdo de embrides.

- Para a canela-sassafras a adi¢do de 5 umol.L! de
BAP sem a presenca de carvao ativado promove a melhor
taxa de multiplicagdo dos explantes.

- Para a canela-preta, os testes de multiplicagdo
realizados nao foram satisfatorios, sendo necessarios
novos estudos para a conservagao in vitro.

- Para a imbuia a concentragdo de 60 g.L"! de sacarose
favorece a germinagdo e multiplicacdo in vitro dos
explantes.
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