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RESUMO: Com objetivo de avaliar a agdo das concentragdes de nitrato de amonio, com adigédo de
acido citrico e acido ascorbico, segmentos nodais foram submetidos a condicdes de cultura in vitro
com a finalidade de controlar a oxidacdo de parica (Schizolobium amazonicum). O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa Amazonia Oriental,
Belém (PA). Explantes provenientes do cultivo ir vitro foram inoculados em tubos de ensaio contendo
melo de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) com as concentracdes de nitrato de amdnio reduzidas
a's, Vs € 0, suplementado com 3 mg.L' de BAP (6-benzilaminopurina), 3 % de sacarose, € 0,1% das
substéncias antioxidantes. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas de luz e intensidade luminosa de 25 umol.m2.s™! de irradidncia. Avaliou-se a intensidade de
oxidagdo através da andlise de varidncia e teste de regressdo. Os resultados obtidos demonstraram
que os tratamentos mais eficientes foram os que continham nitrato de amonio reduzido a 'z e que as
duas substéncias antioxidantes influenciaram no controle da oxidagdo. Houve diferengas significativas
em nivel de 5% de probabilidade na intensidade de oxidag¢&o dos explantes de paricd. Foram observadas
a formacdo de calos e a proliferacdo de brotos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Schizolobium amazonicum, Substancias Antioxidantes, Reguladores
de Crescimento.
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EFFECT OF DIFFERENT AMMONIUM NITRATE CONCENTRATIONS
IN THE CONTROL OF IN VITRO STEM SEGMENTS OXIDATION
OF PARICA (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke).

ABSTRACT: Nodal segments of parica (Schizolobium amazonicum) were submitted to in vitro
culture conditions to evaluate the action of the ammonium nitrate concentrations with addition of
citric and ascorbic acid to control oxidation of explants. The research was made in the Genetic
Resources and Biotechnology Laboratory of Embrapa, Oriental, Amazon, Belem (PA). Explants
from the culture in vitro were inoculated in assay tubes of MS culture medium (Murashige ¢
Skoog, 1962) with concentrations of ammonium nitrate reduced to 2, ¥ and 0 of the culture
medium, supplemented with 3,0 mg.L-1 of BAP (6-benzilaminopurina), 3 % of sucrose, and 0,1% of
antioxidant substances. The explants were kept in growth room with a photoperiod of 16 hours of
light and light intensity of 25 pmol.m.s™! irradiance. Ammonium nitrate concentration reduced to
Y% with addition of the two antioxidant substances was the most efficient treatment decreasing
(P<0,05) the intensity of explants oxidation. It was also observed the formation of callus and

proliferation of shoots in the explants.

INDEX TERMS: Schizolobium amazonicum, Antioxidant Substances, Growth Regulators.

1 INTRODUCAO

A propagacdo in vitro vem sendo
utilizada com muita freqiiéncia, constituindo-
se uma pratica rotineira para a producdo de
plantas com excelente estado sanitario,
levando ao significativo incremento na
produtividade de algumas espécies.
Entretanto, as plantas lenhosas, como o
parica, apresentam maiores dificuldades
para o estabelecimento in vitro, se
comparada com as herbaceas. Dentre os
fatores considerados mais sérios ao
estabelecimento da cultura de tecidos,
destaca-se a oxidag@o no material vegetal.

Fortes (1992) relata que o processo
oxidativo em espécies lenhosas pode estar
relacionado a certos eventos, como
intensidade de luz, fotoperiodo, temperatura

o8

e a concentragdo dos sais minerais do meio
de cultura, especialmente o nitrogénio, a
partir do nitrato de amdnio. O nitrogénio €
incluido no meio nutritivo na forma de sais
inorganicos, porém a forma e a concentragado
requerida varia entre as espécies, sendo
necessario encontrar o balanco ideal de
NH,"/ NO_ para um desenvolvimento
satisfatorio (CALDAS; HARIDASAN;
FERREIRA, 1998).

Para o controle da oxidacdo, medidas
como: pré-tratamentos dos explantes, adigdo
de antioxidantes ao meio de cultura,
incubacdo inicial dos explantes no escuro e
reducdio da concentracdo de sais a0 meio
de cultura tém sido recomendadas por
Grattapaglia e Machado (1998) e Caldas,
Haridasan e Ferreira (1998).
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O escurecimento do tecido também
tem sido atribuido a liberagdo de compostos
fenolicos durante a excisdo dos explantes,
inibindo o crescimento da plantula, levando
a morte. Conforme Andrade et al (2000), as
plantas lenhosas acumulam polifendis e
produtos de oxidacdo, como melanina,
suberina, lignina, cutina e calose em torno
da superficie excisada, os quais modificam
a composi¢do do meio de cultivo e a
absorcdo de metabdlitos.

Para Oliveira, Mendes e Tulmann Neto,
(1994), Flores et al (1998) e Torres, Caldas
e Buso (1999), além do meio de cultura,
fatores como luz, idade fisiologica do explante,
nivel endogeno de fitorreguladores e agentes
gelificantes influenciam, consideravelmente,
na intensidade de oxidagdo da espécie a ser
cultivada.

No parica (Schizolobium amazonicum
Huber ex Ducke), a presenca de oxidagio tem
sido constante, sendo necessario o
desenvolvimento de metodologia especifica
para superar este entrave. Baseado nesta
observacdo, objetivou-se estudar o efeito da
concentracdo de nitrato de aménio na presenca
dos antioxidantes, acido citrico e acido
ascdrbico, no controle da oxidacdo in vitro de
segmento caulinar de parica, com a finalidade

de obter plantulas para posterior multiplicago.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no
Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia da Embrapa Amazdnia
Oriental, Belém (PA). Foram utilizados como
explantes segmentos nodais de plantulas
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obtidas in vitro. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 2 (4
NH,NO, e 2
antioxidantes) com cinco repeti¢des,
totalizando quarenta unidades experimentais,
onde cada parcela constou de cinco tubos
de ensaio contendo um explante por tubo.

concentragdes de

Os tratamentos testados foram os
seguintes: 1) MS + 0,1% de &cido citrico
(AC); 2) MS (2 NH,NO,) + 0,1% de AC;
3) MS (¥4 NH\NO,) + 0,1% de AC; 4) MS
(Sem NH,NO,) + 0,1% de AC; 5) MS +
0,1% é&cido ascorbico (AA); 6) MS (%
NH,NO,) + 0,1% de AA; 7) MS (%
NH,NO,) + 0,1% de AA e 8) MS (Sem
NH,NO,) +0,1% de AA. O meio de cultura
basico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
foi suplementado com 3 mg.L-' de BAP (6-
benzilaminopurina), acrescido de 30 g.L"' de
sacarose e solidificado com 0,6 % de agar
em todos os tratamentos.

O pH dos meios de cultura foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, utilizando-
se NaOH (hidréxido de sédio) e/ou HCI
(4cido cloridrico) em solugdo de 0,5 N. Tubos
de ensaio de 20 x 150 mm contendo 10mL
de meio de cultura foram autoclavados a
121°C por 15 minutos. Posteriormente, em
camara de fluxo laminar, previamente
desinfetada com alcool etilico 70%, os
explantes medindo 10mm de comprimento
foram inoculados nos tubos de ensaio, os
quais foram levados para sala de incubagéo
com temperatura variando de 26°C t 2°C,
umidade relativa do ar média em torno de
70% com fotoperiodode 16 hde luz/ 8 h de
escuro e irradiancia de 25 pmol.m™=.s ~'.
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A coleta dos dados foi efetuada no
décimo terceiro dia do cultivo com a
contagem de presenca e auséncia de
oxidagdo. Para esta variavel os dados foram

transformados em arco seno /%0Ox /100,

onde 0x representa a oxidag@o, e submetidos
a analise de variancia. A observagdo visual
foi o0 método utilizado para verificacio de
freqiiéncia de calos e proliferagéo de brotos,
nio sendo realizado analise estatistica para
essas duas variaveis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A oxidagio € um dos principais fatores

que mais negativamente afeta o
desenvolvimento de ensaios com espécies
lenhosas. No caso em estudo, a oxidacdo
se fez presente em todos os tratamentos,
entretanto, a analise de variancia indicou

existir diferencas significativas somente para

concentracdo de nitrato de amdnio. Os
antioxidantes e a intera¢do de antioxidantes
e nitrato de amoénio estatisticamente ndo
apresentaram diferencas significativas
(Tabela 1).

A inclusio de substdncias
adsorventes ao meio de cultura tem sido
relatada por muitos autores, como uma
condicdo indispensavel para o cultivo in
vitro de espécies lenhosas. Este fato
pode ser reforcado com os resultados
obtidos em experimentos com quatro
antioxidantes (acido citrico, acido
ascdrbico, carvio ativado e PVP), onde
segmentos nodais quando cultivados no
meio MS acrescido com acido ascorbico
e acido citrico apresentaram menor
intensidade de oxida¢Zo com 64 % e
69,04%, respectivamente (CORDEIRO,
2002).

TABELA 1 — Resumo da analise de varidncia para presenca de oxidagdo em explantes de

segmentos caulinar de parica em fungfo da concentraggo de nitrato de amonio e antioxidantes.

Embrapa Amazénia Oriental. Belém-Para, 2002.

Fonte de Variacdo 53 S.Q. Q.M. I
Antioxidantes (AO) 1 0,04151415 0,04151415 0,45488
Nitrato de Amoénia (NA) 3 0,62002315 0,20667438 2,2640%*
AO X NA 3 0,11262915 0,03754305 0,4113™
Residuo 32 2,92115442 0,09128608

Total 39 - 3,69532088

Y 70,24

Média 23,66

* Significativo: NS ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Siqueira e Inoue (1991),
experimentos com Cocos nucifera L.,

€m

conseguiram reduzir 50% da oxidac@o quando
adicionaram estes acidos ao meio. A utilizagdo
desses acidos tem sido relatada como
eficiente para retardar a oxidag@o de tecidos
(MURASHIGE, 1974; EL HENNAWY,;
WALLY, 1980). Similaridade de resultado foi
obtida por Melo et al (2001) com guarirobeira,
onde o &cido ascérbico foi o antioxidante mais
eficiente no controle da oxidagdo. Para
George (1993) e Melo etal (2001) a eficiéncia
desses antioxidantes se deve ao fato de que
eles reagem com os metais pesados do meio
de cultura, evitando que os mesmos fiquem
disponiveis para oxidar. Outros antioxidantes
tém sido utilizados em espécies lenhosas, com
resultados satisfatérios, variando de acordo
com a especie.

A alta amplitude de variagdo (C.V =
70,24%) ocorrida no trabalho esta
relacionada a variabilidade existente dentro
do material utilizado, ou seja, sementes de
genotipos variados. Deve-se ressaltar, ainda,
que a variabilidade experimental pode estar
ligada a variac@o no tamanho do explante e

a localizag@o na plantula, basal ou mediana.
Entretanto, a medida que as culturas véo
sendo subcultivadas, o coeficiente de
variacdo tende a diminuir, pois havera
uniformizagéo do material.

Com relagdo a fonte de nitrogénio, 0s
tratamentos mais eficientes foram aqueles
em que a concentragdo de nitrato de aménio
do meio de cultura MS foi reduzida a metade,
independente do antioxidante utilizado. A
curva de regressdo mostra claramente que
a intensidade de oxidacdo varia de acordo
com a concentra¢do do nitrato de amonio
(Figura 1). Assim, verifica-se que reduzindo
a concentra¢do de nitrato de amodnio a
metade, diminui-se a oxidac@o. Porém, se
este nao for adicionado ao meio de cultura,
0 processo oxidativo tende a aumentar.
Caldas e Caldas (1976) recomendam a
reducdo parcial ou total dos niveis de
NH,NO, para combater a toxidez do cultivo
in vitro. Por isso, 0s meios nutritivos se
baseiam nas exigéncias das plantas quanto
aos nutrientes minerais, com algumas
modificacdes para atender as necessidades
especificas in vitro.
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Figura 1 — Efeito de diferentes concentragdes de nitrato de aménio com adi¢do de acido citrico e acido ascorbico
sobre a oxidacdo de explantes de parica cultivados em meio de cultura MS. Embrapa Amazédnia Oriental -

Belém. Para. 2002.
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Tem sido documentado que em muitas
espécies o crescimento e o desenvolvimento
das plantulas em condi¢des de cultivo in vifro
sdo influenciados pelas concentragdes de
sais minerais, especialmente o nitrogénio.
Demeyer e Dejaegere (1992) e Terry e
Raab (1994) relatam que a variag@o da
oxida¢do pode estar relacionada ao fato do
ion aménio ser imediatamente assimilado
pelas plantas, provocando acidez da cultura
ao redor do explante. Os mesmos autores
explicam, ainda, que o pH do meio faz com
que o nitrogénio exerca efeitos toxicos nos
explantes, bem como o nitrato de amdnio
pode diminuir a concentracdo de agucar
solavel, provocando diferentes modificagdes
nas fungdes metabdlicas das plantas. Isso
demonstra que a assimilacdo de elevadas
concentracdes de nitrato de amonio tende a
ser altamente promotoras de oxida¢do entre
as espécies lenhosas.

O nitrogénio se constitui no principal
nutriente das plantas, entretanto, a
concentragdo 6tima e a forma usada podem
estar diretamente relacionadas a
concentracdo endogena de auxina no tecido
vegetal. Esta assertiva esta de acordo com
os relatos de Zeiger (1998) e Cid (2000).
Segundo esses autores, a auxina vegetal tem
como precursor 0 aminoacido triptofano (um
derivado do nitrogénio) e, conseqiientemente,
a sintese da auxina aumenta quanto maior

for a concentracdo de nitrogénio, visto que

havera maior sintese do aminoacido

triptofano. Por outro lado, a reducéo na
concentracdo de auxina pode levar a
degradagdo, pois a enzima AIA oxidase
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degrada a auxina AIA através do processo
de oxidacdo (SALISBURY,1991). Isso
mostra que o processo oxidativo no parica
pode estar diretamente relacionado com a
concentra¢do de amdnio, ja que esta forma
de nitrogénio entra na via metabdlica de
formacdo dos aminoacidos em uma das
etapas mais adiantadas do processo
metabdlico da planta.

No caso em questdo, a analise de
regressdo indica, ainda, que para se alcangar
um minimo de 15,83% de oxidacd@o na
cultura de paricd, a concentracdo ideal de
nitrato de amdnia deve ficar em torno de
44,15%, sugerindo-se o uso dessa
concentragdo em trabalhos posteriores.

Quanto ao nimero de brotos e a
freqiiéncia de calos, foi possivel observar a
presenga destes a partir do quarto dia de
incubacdo da cultura (Figura 2).

Os explantes mostraram pequena
formacdo de calos compactos e fridvelis,
sugerindo que a redugdo do nitrato de amonio
parece ser capaz de inibir a formagao destes.
Elevadas concentracdes de citocinina
parecem reagir com a quantidade de auxina
enddgena do explante, o que leva a formagao
de calos, provocando certa inibigdo no
surgimento dos brotos.

A gravidade da oxidag¢@o tem levado a
pré-tratamentos dos explantes e a adicdo
de substincias ao meio de cultura. Deste
modo, apesar da baixa oxidag@o neste meio,
ha necessidade de ajustes para aumentar a
eficacia do cultivo in viftro de segmentos
nodais de parica.
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Figura 2 — Aspectos da formagéo de calos, brotos e oxidagdo em segmentos nodais de paricA em meio de cultura MS,
na presenca de antioxidantes. Embrapa Amazdnia Oriental, Belém (PA). 2002.

4 CONCLUSAO

a) a oxidacdo de segmentos caulinar
de paricd diminui quando a concentragio de
nitrato de amdnia no meio MS é reduzida a
metade;

b) a freqiiéncia de calos diminui
na presenca do meio MS com a
reducdo na concentragdo de nitrato de
amodnia.
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