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RESUMO

A catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.) ¢ uma espécie endémica da Caatinga, que possui
potencial madeireiro, forrageiro ¢ medicinal. A cultura de tecidos vegetais tem-se mostrado
eficaz na multiplicag@o e conservagao de espécies lenhosas com potenciais explorados. Dessa
forma, este trabalho objetivou estudar os efeitos dos tipos e concentracdes de reguladores de
crescimento vegetal sobre a multiplicacdo in vitro de C. pyramidalis e desenvolver um
protocolo de conservagdo in vitro para a mesma. Para a multiplicagdo realizou-se trés
experimentos, onde foram avaliados os efeitos de diferentes concentracdes dos reguladores de
crescimento vegetal (BAP, KIN, TDZ e ANA) sobre diferentes explantes (hipocotilo,
segmento cotiledonar, cotilédone, epicotilo e segmento nodal). Para a conservagao in vitro,
realizaram-se dois experimentos: no primeiro testou-se o efeito de diferentes concentracdes de
sacarose (87,64; 131,46; 175,28 ¢ 219,10mM) combinados com concentragoes (0,0 e
87,64mM) de sorbitol ou manitol, e no segundo, avaliou-se o uso de diferentes concentragdes
(0,0; 1,5; 3,0; 4,5 e 6,0uM) do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ). O meio de
cultura usado para todos os experimentos foi 0 WPM. A maior taxa de regeneragdo, nimero
de brotos, numero de folhas, comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea foram
obtidas com o segmento nodal inoculado em meio isento de regulador de crescimento vegetal.
O uso do sorbitol e do manitol ndo se mostraram eficientes na conservagdo in vitro da
catingueira, sendo indicada para este proposito, a utilizagdo da concentracao de 219,10mM de
sacarose e de 6uM de PBZ por até¢ 240 dias.

Palavras-chave: Agente osmotico. Retardante de crescimento. Reguladores de crescimento

vegetal.
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ABSTRACT

The catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.) is an endemic species of the Caatinga, which
has the potential timber, fodder and medicinal. The plant tissue culture has proved effective in
multiplication and conservation of woody species with potential explored. Thus, this study
investigated the effects of the types and concentrations of plant growth regulators on in vitro
multiplication of C. pyramidalis and develop a protocol for in vitro conservation of the same.
For multiplication was carried out three experiments in which we assessed the effects of
different concentrations of plant growth regulators (BAP, KIN, TDZ or NAA) on different
explants (hypocotyls, cotyledon segments, cotyledons, and epicotyl nodal segments). For the
conservation in vitro experiments there were two: firstly tested the effect of different
concentrations of sucrose (87.64, 131.46, 175.28 and 219.10mM) supplemented with different
concentrations (0.0 and 87.64mM) of sorbitol or mannitol, and second, to evaluate the use of
different concentrations (0.0, 1.5, 3.0, 4.5 and 6.0uM) the growth retardant paclobutrazol
(PBZ). The culture medium used for all experiments was the WPM. The highest rate of
regeneration, shoot number, leaf number, shoot length and dry weight of shoots were obtained
from the nodal segments were inoculated into plant growth regulator free medium. The use of
mannitol and sorbitol were not efficient for in vitro conservation catingueira, being suitable
for this purpose, use of concentration of 219.10mM sucrose and 6uM PBZ until 240 days.

Keywords: osmotic agent. Growth retardant. Plant growth regulators.
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INTRODUCAO GERAL

O Nordeste brasileiro possui a maior parte de seu territério ocupado por uma
vegetacao xerofila, de fisionomia e floristica variada, denominada “Caatinga” (DRUMOND
et al., 2000). A Caatinga ¢ um mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas
que cobre a maior parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas Gerais, no vale do
Jequitinhonha (LEAL et al., 2005) (Figura 1). Exclusivamente brasileiro, esse Bioma ocupa
cerca de 11% do pais (844.453 Km?), sendo o principal da regido nordeste e constituido por

uma variedade de espécies vegetais, sendo muitas dessas endémicas (MMA, 2011).

Figural: Localiza¢do da Regido Semi-arida no Brasil. Fonte: http://nossosemiarido.blogspot.com.br/p/sertao-
semi-arido-o-sertao-semi-arido.html.

O termo “Caatinga” ¢ de origem Tupi e significa “mata branca”, referindo-se ao
aspecto da vegetacdao durante a estacao seca, quando a maioria das arvores perde as folhas e
os troncos esbranqui¢ados e brilhantes dominam a paisagem (PRADO, 2003). Normalmente,

a Caatinga ¢ descrita na literatura como pobre e de pouca importancia bioldgica, no entanto,
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possui um consideravel nimero de espécies endémicas, e que devem ser consideradas como
um patrimonio biolégico de valor incalculavel, que ndo sdo encontradas em nenhum outro
lugar do mundo além do Nordeste Brasileiro. Apesar dessas particularidades, a Caatinga ndo
recebe o destaque merecido, sendo sempre colocada em segundo plano quando se discutem
politicas publicas para o estudo e a conservacao da biodiversidade do pais (NEA, 2011; KILL,
2011).

A Caatinga constitui-se na expressao sintética dos elementos fisicos e climaticos, uma
vegetacao singular, cujos elementos floristicos expressam uma morfologia, anatomia e
mecanismos fisioldgicos convenientes para resistir ao ambiente xérico, ou seja, condi¢do de
sobrevivéncia ligada a um ambiente seco, com deficiéncia hidrica, cuja dgua disponivel as
plantas procede unicamente durante o curto periodo da estacdo chuvosa, ja que seus solos
apresentam baixa capacidade de acumular agua (NETO, 2009).

Em termos madeireiros e forrageiros, a Caatinga mostra-se bastante rica e
diversificada, sendo ainda que entre as diversas espécies, varias sdo notoriamente
consideradas como medicinais de uso popular, sendo comercializadas as folhas, cascas e
raizes, em calcadas e ruas das principais cidades, bem como mercados e feiras livres
(DRMUMOND et al., 2000). O estudo e a conservacao da diversidade bioldgica da Caatinga ¢
um dos maiores desafios da ciéncia brasileira, pois apesar de ser a Uinica grande regido natural
brasileira cujos limites estdo inteiramente restritos ao territorio nacional, pouca atengdo tem
sido dada a conservacao da variada e marcante paisagem da Caatinga, ¢ a contribuicao da sua
biota a biodiversidade extremamente alta do Brasil, tem sido subestimada (SILVA et al.,
2004).

Dentre as familias mais comuns desse Bioma, tem-se a Leguminosae, cuja importancia
econdmica ¢ bastante diversificada, sendo utilizada desde a alimentagao humana e animal até
na producao de corantes, Oleos, perfumes, inseticidas, além de apresentar uso medicinal,
agronomico ¢ madeireiro (FERREIRA et al., 2004). Dentre as espécies que constituem essa
familia, tem-se Caesalpinia pyramidalis Tul., objeto de estudo do presente trabalho.

C. pyramidalis pertence a subfamilia Caesalpinaceae, sendo uma das espécies vegetais
mais representativas e bem distribuidas na Caatinga, ocorrendo nos estados do Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, conhecida
popularmente como catingueira, catinga-de-porco, catingueira-das-folhas-largas, mussitaiba,
pau-de-porco e pau-de-rato (MAIA, 2004).

E uma arvore de porte médio, sem espinhos, com 4-6m de altura, podendo atingir

12m, apresentando copa aberta e irregular com ramos verdes e abundantes lenticelas
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esbranquicadas. A casca das arvores adultas da catingueira ¢ de cor cinza-claro, as vezes
levemente castanho, largando a camada superficial em laminas um pouco alongadas, de bordo
irregular, dando a casca um aspecto liso com coloragdo de “camuflagem”, com manchas de
cor amarela, verde e branco. Suas folhas sao bipinadas, com 5-11 foliolos alternos ou opostos,
sésseis, obtusos, oblongos, coriaceos, bordo inteiro, levemente ondulado, 1-3cm nas folhas de
ramos adultos e com menos de Icm em folhas de rebrotas. As folhas novas t€ém coloragao
rosada, mas logo depois se tornam verdes apresentando um cheiro desagradavel, tipico. As
flores sdo amarelas, dispostas em racimos curtos e o fruto € uma vagem achatada, pontada, de
8-11cm de comprimento e 2cm de largura, de cor castanho claro, composto por 5-7 sementes,
as quais, através da deiscéncia violenta da vagem, sdo arremessadas a longas distancias

(MAIA, 2004) (Figura 2).

Figura 2: Caracterizagdo botanica da Caesapinia pyramidalis Tul. A- Exemplar adulto (arboreo) na estagio
chuvosa; B- frutos (vagens) imaturos; C- sementes. Fonte: Autora, adaptado de
http://www.cnip.org.br/bdpn/fotosdb/1019613156.JPG.

Quanto a fenologia da espécie, observa-se que durante a estacdo seca, a catingueira
adota um comportamento de caducifolia, no entanto, 30 dias ap6s o inicio das chuvas elas
alcangam vegetacdo plena. A flora¢do ocorre na época da transi¢do entre a seca e a chuvosa e
na época chuvosa propriamente dita, culmina a frutificacdo. Subordinada a melhores
suprimentos d’dgua em solo mais profundo, a catingueira tem caule retilineo (30-35cm de

circunferéncia), que permite o aproveitamento de sua madeira para diversos fins. O tronco oco
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serve de abrigo para abelhas silvestres sem ferrdo e outros insetos, para pequenos animais €
passaros. Pode ser manejada através da poda para produzir forragem durante a época seca, na
qual normalmente estd sem folhas, sendo que estas, quando submetidas, pelo homem, a
processo de fenagdo, oferecem uma massa forrageira volumosa e bastante nutritiva (MAIA,
2004).

A catingueira apresenta grande potencial econdmico devido a sua rusticidade e ao seu
aproveitamento madeireiro, sendo bastante utilizada também na medicina popular. Suas
flores, folhas e cascas sdo usadas no tratamento de hepatites, anemias, infecgdes catarrais e
nas diarréias. A madeira branco-amarelada com cerne escuro possui grande quantidade de
celulose e lignina, podendo ser utilizado para carvao, alcool combustivel e coque metalargico
(MAIA, 2004; SILVA et al., 2009).

A utilizagdo medicinal da catingueira estd associada aos compostos produzidos pela
mesma, pois de acordo com Babhia et al. (2005), a espécie em estudo possui uma variedade de
biflavonoides, flavonoides, triterpenos e fenilpropandides, sendo que a presenca de
biflavonoides na familia Leguminosae ¢ relativamente rara e, na subfamilia Caesalpinaceae,
nunca havia sido relatada anteriormente. Segundo Lima et al. (2006), a catingueira possui
acdo antibacteriana, cujo extrato etanolico tem sido usado contra linhagens resistentes de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A grande ocorréncia e os diversos usos atribuidos a catingueira propiciaram uma
exploragdo intensa e indiscriminada da sua casca, folha, flores e madeira. Fato este, que faz
surgir atualmente a necessidade de estratégias para sua multiplicacdo, conservagao € manejo
sustentavel (TEIXEIRA et al., 2007). Embora sua propagacdo ocorra normalmente através de
sementes, esta via de propagacao sexuada apresenta algumas desvantagens, tais como a falta
de uniformidade, segregacdo de caracteres € um longo tempo para a producao das mudas
(GONZALEZ et al., 1994). Ressaltando ainda que, a producdo de sementes se da apenas por
um curto periodo anual e a irregularidade aliada a ma distribuicdo pluviométrica na regido
semiarida de um ano para outro, pode comprometer a obtengao dessas sementes de tal forma,
que a maioria dos frutos apresentam sementes mal formadas ou invidveis para a germinagao
(MATALLO JUNIOR, 2000; OLIVEIRA et al., 2011).

Dentro desse contexto, surge a cultura de tecidos vegetais, cujas técnicas baseiam-se
na capacidade da célula vegetal regenerar um individuo completo, o que ¢ denominado de
totipotencialidade celular. As técnicas que envolvem a cultura de tecidos sdo uma das mais
importantes contribuicdes para a propagacao de plantas, possibilitando a multiplicagao clonal

de individuos superiores com rapido crescimento (GEORGE, 2008). As atividades inerentes a
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cultura de tecidos sdo realizadas em ambiente asséptico, com temperatura e iluminagao
controladas, visando entre outros fatores, a otimizagdo das respostas aos estimulos térmicos e
fotoperiodo aplicados ao material in vitro (TORRES et al., 1998).

Dentre as aplicacdes do cultivo in vitro, tem-se a clonagem, seguida pela cultura de
células, tecidos e 6rgdos para fins praticos, como a obten¢do de plantas hapldides a partir de
cultura de anteras, producdo de metabdlitos secundarios em bioreatores, geracdo de variantes
somaclonais, microenxertia, tecnologia dos protoplastos, conservagdo de germoplasma in
vitro, entre outras (CARVALHO; VIDAL, 2003).

A tecnologia da cultura de células, protoplastos e tecidos de plantas, constituem uma
das 4reas de maior sucesso, como parte do complexo da Biotecnologia e vem sendo ampliada
dia-a-dia. Essa tecnologia conquistou destacada posi¢ao na produgdo comercial e industrial de
plantas, no melhoramento genético, no manejo, no intercdmbio e conservagdo de
germoplasma e em outras aplicagdes, como as pesquisas em fisiologia vegetal e produgdo
industrial in vitro de compostos secundarios (CARVALHO; VIDAL, 2003).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos vegetais temos a micropropagagdo € a
conservagao in vitro, que serao as técnicas abordadas no presente estudo. A micropropagagao
ou propagacao in vitro ¢ uma técnica que vem sendo bastante explorada na propaga¢ao massal
de varias espécies vegetais, inclusive lenhosas, se mostrando um método viavel para a
produ¢do de mudas em escala comercial e com alta fidelidade genética, o que ¢ de
importancia singular para a conservagao de espécies nativas e recuperacdo de areas
degradadas (MERKLE; NAIRN, 2005). A micropropagacao pode ser realizada por
organogénese ou embriogénese somatica (PASQUAL et al., 1997). A organogénese
conceitua-se como a formagdo de estruturas a partir de tecidos e/ou células, podendo ainda
ocorrer por duas formas: via direta, através da regeneracao de plantas sem passar pela fase de
calo, apresentando alta fidelidade genética; e, por via indireta, quando o processo de
regeneracdo ¢ precedido pela formacao de calo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A micropropagacao ¢ um método viavel na produgdo de mudas em larga escala de
espécies lenhosas. No entanto, um dos maiores problemas no estabelecimento in vitro dessas
espécies, esta na dificuldade de obter tecidos livres de contaminagdes provocadas por fungos
e bactérias e ainda oxidagdes provocadas por compostos fenolicos (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). De forma que os fatores determinantes para o sucesso da propagacao in
vitro sdo a origem do explante e o meio nutritivo onde sdo cultivados, para o qual, diversas
formulacdes tém sido empregadas na cultura in vitro, onde diferem entre si, basicamente em

relacdo a concentracdo de sais, sendo que, para cada tipo de explante, espécie e cultivar, o
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meio de cultura mais adequado e eficiente deve ser determinado experimentalmente
(REZENDE et al., 2008).

A utilizacao de reguladores de crescimento vegetal adicionados ao meio de cultura tem
a funcdo de suprir provaveis deficiéncias de fitormonios nos explantes oriundos da planta
matriz, com o objetivo de induzir os processos de desdiferenciagdo e rediferenciagdo celular,
culminando na formagdo de tecidos e o6rgdos. Sendo que, a espécie e o tipo de explante
respondem de forma diferente a a¢do dos diversos tipos e concentragdes de reguladores de
crescimento vegetal utilizados no cultivo in vitro. Destacando-se como os principais € mais
utilizados, as citocininas e as auxinas, onde o balanco entre as concentracdes dos mesmos sao
fatores determinantes para o desenvolvimento da planta in vitro (PIZA et al.,, 2001;
TERMIGNONI, 2005).

As citocininas sdo indispensaveis durante a fase de multiplicagdo, pois controlam a
divisdo celular e estdo ligadas com a diferenciagdo das células, sobretudo no processo de
formacdo de gemas caulinares (KERBAUY, 2008). Seu transporte ocorre pelo xilema, no
sentido acropeto, em dire¢do ao apice (FREITAS, 2009). As citocininas mais usadas em
cultura de tecidos vegetais sdo: a cinetina (KIN), 6-benzilaminopurina (BAP), zeatina (Zea),
isopentenil adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ) (GUERRA; NODARI, 2006). O tipo de
citocinina ¢ a sua concentracdo sdo os fatores que mais influenciam o sucesso da
multiplicagdo in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

As auxinas sdo os unicos reguladores de crescimento transportados polarmente, ou
seja, seu transporte ocorre unidirecionalmente do dpice para a base da planta. Essa
caracteristica ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento dos vegetais, agindo como um
fator determinante nos movimentos tropicos, na divisdo das células e na dominancia apical
(KERBAUY, 2008).

A utilizagao mais freqiiente das auxinas ¢ verificada na indug¢dao do desenvolvimento
de noés, formagdo de calo e desenvolvimento de raizes adventicias (CARVALHO; VIDAL,
2003). Do grupo das auxinas, as mais usadas sdo AIA (dcido indol-3-acético), AIB (acido
indol-3-butirico), ANA (4acido p-naftalenoacético), 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético),
2,4,5-T (acido2,4,5-triclorofenoxiacético), 4-CPA (acido 4-clorofenoxiacético) e picloran. Seu
balango com as citocininas em alto/baixo favorecem o enraizamento e o balanco inverso
promove a formacao de parte aérea. Concentragdes iguais promovem a producdo de calos
(GUERRA; NODARI, 2006).

Outra técnica de grande importancia na cultura de tecidos vegetais € a conservacao de

plantas in vitro, que se baseia no cultivo das cole¢cdes em laboratério (GEORGE, 2008), de
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forma que a manutenc¢ao dos recursos fitogenéticos ocorre quando sdo realizadas alteragdes
nas condi¢cdes de cultivo a fim de desacelerar ou suprimir totalmente o crescimento das
células e dos tecidos (ROCA et al., 1991). A utilizacdo de métodos de conservacao in vitro €
importante tanto por motivos econOmicos quanto praticos, caracterizando-se como um
componente adicional importante no tratamento de recursos genéticos, inclusive de espécies
ameacadas de extingdo (WITHERS; WILLIAMS, 1998).

O crescimento lento das culturas tem sido utilizado com sucesso e consiste em reduzir
drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, pela inducao de estresse
osmotico, reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardantes de
crescimento ou diminui¢do das concentragdes dos componentes salinos e organicos do meio
de cultura (WITHERS; WILLIAMS, 1998). Os agentes osmaticos, tais como manitol, sorbitol
e sacarose, dentre outros, ao serem adicionados ao meio de cultura, atuam externamente,
removendo o excesso da 4gua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o
crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET et al., 1993).

Os retardantes de crescimento vegetal sdo compostos sintéticos que reduzem o
alongamento do caule, sem mudar os padrdes de desenvolvimento ou causar fitotoxicidade.
Esse processo ocorre com a reducdo do alongamento das células e da taxa de divisdo celular
(SELEGUINI, 2007). Dentre esses retardantes de crescimento, tem-se o paclobutrazol (PBZ),
um triaz6l que inibe a biossintese das giberelinas, diminuindo dessa forma, o
desenvolvimento das plantas (SILVA, 2008), pois, segundo Taiz; Zeiger (2004), as
giberelinas aumentam o alongamento e a divisdo celular, o que ¢ evidenciado pelo aumento
no comprimento e numero de células em resposta a aplicacdo desse hormdnio. O PBZ pode
também alterar os niveis de acido abscisico (ABA), etileno, citocininas e auxinas
(FLETCHER et al., 2000; DAVIS; CURRY, 1991).

A conservagao in vitro possibilita a manutencao de um grande niimero de acessos num
pequeno espaco fisico e livre das intempéries e riscos que existem no campo, além de reduzir
os custos, garantir a manutencao da fidelidade genética, facilitar a disponibilidade de material
para o melhoramento genético e o intercambio de germoplasma (FARIA et al., 2006). Sendo
ainda que, a estocagem de plantas in vitro permite um fluxo continuo de produgao em todas as
épocas do ano, e possibilita a producdo de plantas a partir de 6rgdos ja desenvolvidos, o que
em geral, ndo ¢ conseguido em condi¢des naturais de campo (BERTONI et al., 2006).

O cultivo in vitro de espécies vegetais possibilita a recuperacao de plantas com
potenciais muito explorados, e dessa forma suscetiveis ao risco de extingdo. Uma vez que, a

utilizacdo da catingueira, principalmente para a explora¢do de sua madeira, requer a extracao
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da arvore, a qual necessita, muitas vezes de muito tempo para se desenvolver, o que pode
levar a extingao.

Dessa forma, este trabalho objetivou estudar os efeitos dos tipos e concentragdes de
reguladores de crescimento vegetal sobre multiplicagdo in vitro de C. pyramidalis e
desenvolver um protocolo de conservagdo in vitro para a mesma, visto que se faz necessario
estudar formas de propagacdo e conservacao da catingueira, como estratégia para o seu
cultivo e exploragdo sustentavel, além da conservacao dos recursos genéticos, dando suporte e

embasamento para trabalhos e projetos biotecnologicos futuros com a espécie em estudo.
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RESUMO

Caesalpinia pyramidalis Tul. ¢ uma espécie endémica da Caatinga, conhecida popularmente
como catingueira, que possui larga utilizagdo pelas populacdes locais, principalmente por suas
propriedades madeireiras, medicinais e forrageiras. O presente trabalho objetivou estudar os
efeitos dos tipos e concentragdes de reguladores de crescimento vegetal sobre multiplicagdo in
vitro de C. pyramidalis. Realizaram-se trés experimentos, nos quais foram avaliados os efeitos
de diferentes reguladores de crescimento vegetal (BAP, KIN, TDZ e ANA) sobre diferentes
explantes (hipocétilo, segmento cotiledonar, cotilédone, epicétilo e segmento nodal). No
primeiro experimento, explantes (hipocotilo, ndé cotiledonar, cotilédone e epicétilo) foram
inoculados em meio suplementados com diferentes concentracdes (0,0; 1,0; 2,0; e 4,0uM) e
tipos de citocininas (BAP e KIN). No segundo experimento, segmentos nodais foram
inoculados em meio contendo combinag¢des de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0uM) e ANA (0,0;
1,0; 2,0; 4,0 e 8,0uM). No terceiro experimento, segmentos nodais foram inoculados em meio
contendo diferentes tipos (KIN, BAP e TDZ) e concentragdes (0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e
16uM) de citocininas. Em todos os experimentos foi utilizado o meio de cultura WPM
suplementado com 87,64mM de sacarose e solidificado com 7,0 g.L"' de agar. Apés 45 dias
registrou-se a maior taxa de regeneracdao, numero de brotos, nimero de folhas, comprimento
da parte aérea e matéria fresca e seca da parte aérea quando se utilizou o segmento nodal
inoculado em meio de cultura isento de regulador de crescimento.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Organogénese. Reguladores de crescimento vegetal.



27

ABSTRACT

Caesalpinia pyramidalis Tul. is an endemic species of the Caatinga, known popularly as
catingueira, which has wide use by local people, mainly for its timber properties, medicinal
and fodder. The present study investigated the effects of the types and concentrations of plant
growth regulators on in vitro multiplication of C. pyramidalis. There were three experiments
in which were evaluated the effects of different plant growth regulators (BAP, KIN, TDZ or
NAA) on different explants (hypocotyls, cotyledon segments, cotyledons, or epicotyl nodal
segments). In the first experiment, a explants (hypocotyl, cotyledonary node, cotyledons or
epicotyl) were inoculated in a medium supplemented with different concentrations (0.0, 1.0,
2.0, or 4.0uM) and types of cytokinins (BAP or KIN). In the second experiment, nodal
segments were inoculated in medium containing combinations of BAP (0.0, 1.0, 2.0, 4.0 or
8.0uM) and NAA (0.0, 1.0, 2.0, 4.0 or 8.0uM). In the third experiment, nodal segments were
inoculated in medium containing different types (KIN, BAP or TDZ) and concentrations (0.0,
1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 or 16uM) of cytokinins. In all experiments were used WPM
supplemented with 87.64mM sucrose and solidified with 7.0gL" agar. After 45 days was
observed a higher rate of regeneration, shoot number, leaf number, shoot length and fresh and
dry shoot when were used the nodal segment inoculated into culture medium plant growth
regulator free.

Keywords: /n vitro culture. Organogenesis. Plant growth regulators
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1.1 INTRODUCAO

O Nordeste Brasileiro apresenta a maior parte do seu territorio ocupado por uma
vegetacao xerofila, de fisionomia e floristica variada, denominada “Caatinga”, um Bioma
constituido especialmente de espécies lenhosas, geralmente, caducifolias, perdendo suas
folhas no inicio da estacdo seca (DRUMOND et al., 2000). Uma das familias muito comum
desse Bioma ¢ a Leguminosae, que engloba a maior parte das plantas lenhosas, em relagao ao
numero de género e espécies. Segundo Ferreira et al. (2004), esta familia possui importancia
econdmica bastante diversificada sendo utilizada desde a alimentacdo humana e animal até na
produgdo de corantes, 6leos, perfumes, inseticidas, além de apresentar uso medicinal,
agrondmico e madeireiro.

Dentre as espécies que constituem a familia Leguminosae, tem-se Caesalpinia
pyramidalis Tul., uma arvore de porte médio, endémica do sertdo nordestino, conhecida
popularmente como ‘“catingueira, catinga-de-porco ou pau-de-rato”. A catingueira ¢ bastante
utilizada na medicina popular para o tratamento de febres, doengas estomacais, hepatite,
anemia, infec¢des catarrais, nas diarréias e como diuréticos. A utilizacdo medicinal pela
populacdo estd associada aos compostos produzidos pela catingueira, pois de acordo com
Bahia et al. (2005), a espécie em estudo possui uma variedade de biflavonoides, flavonoides,
triterpenos e fenilpropandides, sendo que a presenga de biflavonoides na familia Leguminosae
¢ relativamente rara e, na subfamilia Caesalpinaceae, nunca havia sido relatada anteriormente.
De acordo com Lima et al. (2006), a catingueira possui acdo antibacteriana, cujo extrato
etandlico tem sido usado contra linhagens resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

Além de propriedades medicinais, a catingueira possui ainda potencial madeireiro e
forrageiro para caprinos, ovinos € bovinos (DRUMOND et al., 2000). Seu lenho e galhos,
devido a grande quantidade de lignina e celulose, podem ser ainda utilizados para producgdo de
alcool combustivel, coque metalurgico, sendo que a cinza da madeira possui elevado teor de
potassio, que ¢ utilizado na fabricacao de sabao (MAIA, 2004).

Em ambiente natural a propagacdo da catingueira ¢ feita através de sementes, no
entanto, esta via de propaga¢do sexuada apresenta algumas desvantagens, tais como a falta de
uniformidade, segregacdo de caracteres ¢ um longo tempo para a producdo das mudas
(GONZALEZ et al., 1994). Ressaltando que, a producao de sementes se da apenas por um
curto periodo anual e a irregularidade aliada a ma distribui¢do pluviométrica na regido

semiarida de um ano para outro, pode comprometer a obten¢do dessas sementes, de tal forma
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que a maioria dos frutos apresenta sementes mal formadas ou invidveis para a germinacao
(MATALLO JUNIOR, 2000; OLIVEIRA et al., 2011). Sendo ainda que, o abuso de seus
recursos, principalmente a exploragdo de sua madeira, cuja utilizacdo requer a extragdao da
arvore, a qual necessita de tempo para se desenvolver, pode impedir sua reproducdo natural,
ocasionando problemas com a propaga¢do, o que pode direciona-las ao risco de extingdo.
Dessa forma, surge a necessidade do desenvolvimento de estratégias para sua multiplicagdo,
conservagao € manejo sustentavel.

A utilizacdo de recursos biotecnologicos, como técnicas de cultura de tecidos vegetais,
tem auxiliado na propagacdo clonal de gendtipos de vérias espécies lenhosas. Dentre essas
técnicas tem-se a micropropagacdo, que ¢ amplamente utilizada para a multiplicagdo de
plantas in vitro, representando um método vidvel de propagacdo, além de possibilitar a
producdo de um grande numero de mudas em curto espago de tempo e com alta sanidade
(SOUZA et al., 2008).

O estabelecimento in vitro de explantes corresponde a primeira etapa de um sistema de
micropropagacdo. No entanto, para o inicio dos trabalhos, dois fatores sdo importantes e
devem ser considerados: o tipo de explante a ser utilizado e a assepsia (SOUZA et al., 2011).
O tipo de explante deve ser escolhido de acordo com a sua capacidade para se adequar as
condi¢des in vitro, sendo recomendados os que contenham maior propor¢do de tecido
meristematico por apresentarem maior capacidade de expressar a totipoténcia (KIELSE et al.,
2009). A idade desses explantes ¢ um fator de grande relevancia, uma vez que, para espécies
lenhosas, sao indicados materiais mais jovens, pois uma série de alteracdes na capacidade
morfogenética, inerentes da propria diferenciacdo e envelhecimento celular dos tecidos, pode
ocorrer com a passagem do estado juvenil para o adulto (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Tem- se ainda como outro fator de grande relevancia, os meios de cultura utilizados na
micropropagacdo, componentes essenciais para o crescimento dos tecidos, controlando
também, o padrao de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998).

Para a obtengdo dos processos objetivados in vitro, sdo utilizados reguladores de
crescimento vegetal, como citocininas e auxinas, de forma que, para o eficiente controle no
crescimento e na diferenciagdo das culturas in vitro, ¢ necessario um adequado balango entre
esses reguladores de crescimento (AMERICO et al., 2003). Auxinas e citocininas, endogenas
e exogenas, sdo exigidas em propor¢des adequadas de acordo com cada espécie, para a
formacdo de brotos e raizes adventicias (SILVEIRA et al., 2001). As citocininas sao
indispensaveis durante a fase de multiplicagdo, pois controlam a divisdo celular e estdo

ligadas com a diferenciacdo das células, sobretudo no processo de formacdo de gemas



30

caulinares (KERBAUY, 2008). Dentre as citocininas, estd o 6-benzilaminopurina (BAP), que
tem sido o mais indicado para promover a proliferacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), sendo considerada eficiente na
multiplicagdo de diversas espécies lenhosas. Outra citocinina bastante utilizada € a cinetina
(KIN), seguida da feniluréia thidiazuron (TDZ), um composto sintético com atividade
citocinica. Segundo Curti (2011), o TDZ surgiu como um regulador altamente eficaz em
culturas de tecidos de um conjunto diversificado de espécies, que se estende desde gramineas
e herbaceas até espécies lenhosas.

Ja as auxinas estdo associadas ao enraizamento, controlam o crescimento celular,
estando envolvidas também no controle da divisdo celular (KERBAUY, 2008). As auxinas
mais usadas sao AIA (4cido indol-3-acético), AIB (4cido indol-3-butirico), ANA (acido p-
naftalenoacético), 2,4-D  (acido  2.4-diclorofenoxiacético), 2,4,5-T  (&cido2,4,5-
triclorofenoxiacético), 4-CPA (4cido 4-clorofenoxiacético) e picloran. Seu balanco com as
citocininas em alto/baixo favorecem o enraizamento e o balango inverso promove a formacao
de parte aérea, concentracdes iguais promovem a producdo de calos (GUERRA; NODARI,
2006).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou estudar os efeitos dos tipos e concentragdes
de reguladores de crescimento vegetal sobre a multiplicacdo in vitro de C. pyramidalis, como
uma estratégia alternativa para a exploracdo sustentavel desse importante recurso genético,

visto a falta de relatos da propagagao in vitro da espécie em estudo.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Local de realizacao dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais

(LCTV), pertencente a Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de

Feira de Santana (UEFS).

1.2.2 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de C. pyramidalis coletadas no Municipio de Retirolandia-

BA e armazenadas em geladeira sob temperatura de +5°C no LCTV.
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1.2.3 Meio de cultura e inoculacao

O meio de cultura utilizado em todos os ensaios foi o WPM (LLOYD; McCOWN,
1980), suplementado com 87,64mM de sacarose e solidificado com 7gL”' de A4gar
(Himedia®). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1 com hidréxido de sodio
(NaOH) ou é&cido cloridrico (HCI) a 0,IN, antes da autoclavagem. O meio de cultura foi
distribuido em tubos de ensaio (25x150mm) vedados com tampa plastica e esterilizados por
autoclavagem durante 15 min a temperatura de 121 °C e pressdo de 1 atm.

As inoculagdes foram realizadas em camara de fluxo laminar para a manutengdo de

condigdo asséptica e os recipientes fechados com filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC).
1.2.4 Estabelecimento in vitro de C. pyramidalis

As sementes foram lavadas com agua e detergente neutro, permanecendo em agua
corrente por 30 minutos, em seguida foram imersas em solucdo do fungicida derosal®
2mL.L" (10min). Logo apods foram desinfestadas em alcool a 70% (1min), e hipoclorito de
sodio (2,5% de cloro ativo) com duas gotas de detergente neutro por 15 minutos. Em seguida,
foram submetidas a lavagem por trés vezes em agua destilada estéril e inoculadas em tubos de

ensaio contendo 10 mL de meio de cultura.

1.2.5 Efeito de diferentes concentracoes e tipos de citocinina na indu¢io de brotacdoes em

diferentes tipos de explantes de C. pyramidalis

Explantes (hipocétilo, cotilédone, nod cotiledonar e epicoétilo), oriundos de plantulas
germinadas in vitro com 20 dias de idade, foram inoculados em tubos de ensaio contendo
meio de cultura suplementado com diferentes concentracdes (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0uM) de 6-
benzilaminopurina (BAP) ou cinetina (KIN).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 4 x 4
(tipos de citocininas x concentragdes de citocininas x tipos de explantes), totalizando 32
tratamentos, com 6 repeti¢des e cada uma constando de 5 unidades experimentais (tubos de
ensaio). Apods 45 dias da inoculagdo, avaliou-se a porcentagem de explantes responsivos para
formagdo de brotos, nimero de brotos e folhas, o comprimento da parte aérea e a matéria seca

da parte aérea.
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1.2.6 Efeito da interacdo da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e da auxina acido

naftalenoacético (ANA) na induc¢io de brotacoes em segmentos nodais de C. pyramidalis

Segmentos nodais, oriundos de plantas germinadas in vitro com 40 dias de idade,
foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura,
suplementado com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0uM) e ANA (0,0;
1,0; 2,0; 4,0 e 8,0uM). O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
composto por arranjo fatorial 5 x 5 (concentragdes de BAP x concentragdes de ANA)
totalizando 25 tratamentos constituido por 10 repeti¢des com quatro unidades experimentais
(tubos de ensaio) cada.

Apo6s 45 dias da inoculagdo foram avaliados: a porcentagem de explantes responsivos
para a formagdo de brotos, o numero de brotos e folhas, o comprimento da parte aérea, a

matéria seca da parte aérea e a porcentagem de formagao de calos na base dos explantes.

1.2.7 Efeito de diferentes concentracoes e tipos de citocininas na inducio de brotacoes

em segmentos nodais de C. pyramidalis

Segmentos nodais, oriundos de plantas germinadas in vitro com 40 dias de idade,
foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio contendo 10mL de meio de cultura,
suplementado com diferentes concentragdes e tipos de citocininas, constituindo os tratamentos

dispostos na tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos utilizados na multiplicagdo in vitro de C. pyramidalis com diferentes concentragdes ¢
tipos de citocininas. Feira de Santana, BA. 2012.

Tratamentos Concentracao das citocininas (uM)
BAP KIN TDZ

T1 0,0 0,0 0,0
T2 2,0 0,0 0,0
T3 4,0 0,0 0,0
T4 8,0 0,0 0,0
TS5 16,0 0,0 0,0
T6 0,0 2,0 0,0
T7 0,0 4,0 0,0
T8 0,0 8,0 0,0
T9 0,0 16,0 0,0
T10 0,0 0,0 1,0
T11 0,0 0,0 2,0
T12 0,0 0,0 4,0

T13 0,0 0,0 6,0
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O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado totalizando 13
tratamentos constituidos por 10 repeticdes com quatro unidades experimentais cada. Apos 45
dias da inoculacao foram avaliados: a porcentagem de explantes responsivos para a formagao
de brotos, o nimero de brotos e folhas, o comprimento da parte aérea e a matéria seca da parte

aérea.

1.2.8 Condig¢oes experimentais

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 £ 3°C, sob
fotoperiodo de 16 horas, com radiacio fotossintética ativa de 60pmol.m™.s™ obtidas a partir
de lampadas brancas fluorescentes, sendo que, logo apods a inoculagdo, os tratamentos

permaneceram no escuro por 5 dias afim de reduzir as oxidagdes dos explantes.

1.2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente, mediante a analise de varidncia, sendo
que os mesmos foram transformados pela funcdo (x + 1), exceto os dados de porcentagem,
os quais foram submetidos a transformacdo em arco-seco +%. Quando o valor de “F” foi
significativo, as médias dos tratamentos qualitativos foram submetidas a comparagdo de
médias por meio do teste de Tukey e as médias de tratamentos quantitativos foram submetidas
a analise de regressao polinomial. Os resultados apresentados sdo as médias originais obtidas.

O programa estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA, 2011).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase de estabelecimento in vitro de C. pyramidalis foi influenciada por
contaminagdes fungicas e bacterianas nas sementes utilizadas, sendo que, alguns lotes
apresentaram 90% de contaminag¢do enquanto que outros lotes de 10 a 30% (dados nao
mostrados). A época de coleta, provavelmente, influenciou a taxa de contaminacao das
sementes, visto que as mesmas coletadas em periodos de maior precipitacao pluviométrica
apresentaram maior taxa de contaminagdo. Altos indices de contaminagdes fungicas e
bacterianas também foram relatados em outras espécies lenhosas, como Olea europaea

(92,95%) e em Quercus rubrum (46%) (DONINI et al., 2008; VIEITEZ et al., 2009).
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1.3.1 Efeito de diferentes concentracoes e tipos de citocinina na inducio de brotagcdes em

diferentes tipos de explantes de C. pyramidalis

Em C. pyramidalis nao foi observado o desencadeamento de respostas morfogenéticas
nos explantes cotilédone, hipocétilo e epicotilo em nenhum dos tratamentos testados, de
forma que os dados estatisticos analisados foram apenas para as brotagdes oriundas do
segmento contendo o nod cotiledonar (Figura 1).

De acordo com a andlise de variancia, a interagdo “tipo de citocinina x concentracao
de citocinina”, apresentou efeito altamente significativo (p<0,01) para as varidveis
porcentagem de explantes responsivos para a formagdo de brotos, nimero de folhas e efeito
significativo (p<0,05) para a ntimero de brotos. A fonte de variagdo “concentracdo de
citocinina” isolada apresentou efeito altamente significativo (p<<0,01) para o comprimento da

parte aérea e matéria seca da parte aérea (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo da analise de variincia para explantes responsivos (ER), nimero de brotos (NB), nimero de
folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), e matéria seca da parte aérea (MSPA) aos 45 dias
obtidos a partir do segmento com no cotiledonar de C. pyramidalis submetidas a diferentes
concentragdes de benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN). Feira de Santana, BA. 2012.

FV GL Quadrados médios
ER™ NB '’ NF * CPA " MSPA "
Tipo de Citocinina (TC) 1 0,02™ 0,01™ 0,03™ 0,23" 0,19
Concentragio (C) 3 0,07™ 0,01™ 0,04™ 4,32%* 1,17%*
TCxC 3 0,12%* 0,04* 0,14%* 1,8 3,65™
Residuo 40 0,03 0,01 0,02 0,65 3,35
CV(%) 43,26 7,67 10,90 34,11 30,17

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™

Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. * Dados transformados em arco-seno +/@; ¥ Dados
transformados em (x + 1)*°.

O comportamento constatado para a espécie em estudo ¢ semelhante ao que foi
observado por Gutiérrez et al. (2011) em estudos com Bauhinia cheilantha, cujo os mesmo
explantes (cotilédone, hipocédtilo e epicdtilo) também ndo apresentaram respostas
morfogenéticas diante dos tratamentos experimentados. Possivelmente, as células desses
explantes possuem baixa competéncia para responder aos reguladores testados,
comprometendo a determinagdo das mesmas. A falha de competéncia de um tecido pode ser
reflexo da falta de receptores para a classe hormonal que ird induzir o processo

organogenético (SOUSA et al., 2007).
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Figura 1: Aspecto dos explantes cotilédone (A), epicdtilo (B) e hipocétilo (C) aos 45 dias de inoculados em
meio de cultura WPM acrescido de 4uM de BAP. Feira de Santana, BA. 2012.

A maior taxa de explantes responsivos (60%) foi obtida com a utilizagdo do nd
cotiledonar na presenca de 2uM da citocinina KIN (Tabela 3). Esse resultado difere do
encontrado para angico-vermelho (Parapiptadenia rigida), no qual foi observada 98,8% de
regeneragdo, quando utilizado segmento cotiledonar na presenga de BAP, independente da
concentracao testada (KIELSE et al., 2009). O BAP ¢ um fitorregulador natural que tem se
mostrado eficaz na multiplicagdo de diversas espécies lenhosas (ARAGAO et al., 2011), no
entanto, ndo apresentou eficdcia nas concentragdes testadas para a regeneracdo de brotos em
catingueira a partir do segmento cotiledonar, visto que a utilizagdo da cinetina mostrou-se
significativamente superior para a regeneragao in vitro da catingueira.

Diferente do BAP, a cinetina ¢ um regulador de crescimento vegetal que nao esta
presente naturalmente nas plantas (CASTRO, 2011), sua aplicagdao em cultura de tecidos foi
utilizada com éxito para a multiplicagdo de varias espécies lenhosas, a exemplo de
Tabernaemontana fuchsiaefolia, Stryphnodendron adstringens e figueira cv.“Roxo de
Valinhos” (OLIVEIRA et al., 2003; NICIOLI et al., 2008; FERREIRA; PASQUAL, 2008).

Ao analisar a variavel nimero de brotos, observou-se a maior média (0,93) quando o
meio de cultura foi suplementado com 2uM de KIN (Tabela 3). Esses resultados discordam
daqueles reportados por Gutiérrez et al. (2011), em culturas de Bauhinia cheilantha, que
observaram maior numero de brotos (1,33 brotos/explante) com o mesmo explante, na
presenca de 6,6uM de BAP, sendo ainda que os mesmos autores constataram que os valores
encontrados com a utiliza¢ao da citocinina KIN foram significativamente inferiores. Balaraju
et al. (2008) também observaram aumento no numero de brotos de Vitex agnus-castus com a

utilizacdo de BAP em comparagdo com KIN.
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Tabela 3: Explantes responsivos, nimero de brotos e nimero de folhas obtidos a partir do no6 cotiledonar de C.
pyramidalis aos 45 dias de inoculagdo em meio de cultura WPM suplementado com diferentes
concentragdes (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0uM) e tipos de citocininas (BAP e KIN). Feira de Santana, BA. 2012.

Concentracao (uM) Tipo de citocinina
BAP KIN
Explantes responsivos (%)
0,0 35,55aA 35,55aB
1,0 43,33aA 27,50aB
2,0 33,33bA 60,00aA
4,0 29,72aA 33,33aB

Numero de brotos

0,0 0,64aA 0,64aAB
1,0 0,56aA 0,48aB
2,0 0,43bA 0,93aA
4,0 0,56aA 0,46aB

Numero de folhas

0,0 0,80aA 0,80aAB
1,0 1,06aA 0,65aB
2,0 0,43bA 1,43aA
4,0 0,56aA 0,53aB

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na mesma linha e maiuscula na mesma coluna para cada variavel, ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Para a varidvel numero de folhas, constatou-se que a maior média (1,43) também foi
registrada com a utilizacdo de 2uM de KIN (Tabela 3), corroborando Kielse et al. (2009), que
obtiveram o maior niimero de folhas (2,90) em Parapiptadenia rigida com a utilizagdo
segmento cotiledonar inoculado em meio contendo 1,44uM de KIN. O incremento no
numero de folhas na etapa de multiplicagdo ¢ bastante favoravel, pois na insercdo entre o
caule e a folha existe a produgdo de gema, a qual podera dar origem a um novo broto e
conseqiientemente aumentar a produ¢do de novas mudas (COSTA et al., 2010). No entanto
para a catingueira foi verificado baixo niimero de folhas, discordando assim de Costa et al.
(2010) em culturas de Erythrina velutina, que constataram um aumento significativo no
numero de folhas (10,12) com o mesmo explante na presencga de 4,44uM de BAP combinado

com 1,34uM de ANA.
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As concentragdes de citocininas mostraram tendéncia linear decrescente (p<0,01) para
a variavel comprimento da parte aérea, sendo que a maior média observada (9,21mm), foi
registrada na auséncia das citocininas (Figura 2). Esse resultado corrobora Kang et al. (2009)
em culturas Populus trichocarpa, cujo maior comprimento das brotagdes (22mm) foi obtido

em meio de cultura isento de reguladores de crescimento vegetal.
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Figura 2: Comprimento da parte aérea de brotos obtidos a partir do segmento contendo o né cotiledonar de C.
pyramidalis, aos 45 dias da inoculagdo com diferentes concentragdes das citocininas
benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN). Feira de Santana, BA. 2012.

Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que as citocininas controlam a
divisdo celular, estando intimamente ligadas a diferenciacdo das células e, sobretudo na
formacdo de gemas caulinares (KERBAUY, 2008), atuando também na quebra da dominancia
apical, o que consequentemente leva a uma redu¢do no tamanho das plantas. Dessa forma, a
medida que se reduz as concentragdes das citocininas, hd um aumento no comprimento da
parte aérea. O comprimento médio dos brotos observados para C. pyramidalis foram
superiores aos 4,3mm obtidos por Kielse et al. (2009) em P. rigida, independente da
concentragdo ou tipo de regulador testado, ou ainda aos 3,9mm registrados por Souza et al.
(2008) em culturas de Eugenia uniflora.

Observou-se comportamento linear decrescente (p<0,01) das concentragdes das

citocininas BAP e KIN, para a varidvel matéria seca da parte aérea. Na auséncia dos
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reguladores de crescimento vegetal, os brotos apresentaram maiores valores médios para
matéria seca (3,04mg) da parte aérea, tendendo a um declinio em concentragdes crescentes
dos reguladores (Figura 3). Gutiérrez et al. (2011) também obtiveram a maior média para
matéria seca (5,37 mg) de B. cheilanta na auséncia de reguladores de crescimento.

A reducdo no peso seco da parte aérea de C. pyramidalis a medida que se adicionaram
citocininas ao meio de cultura pode ser associado a reducdo do tamanho desses brotos
provocados pelo mesmo fator, visto que os brotos oriundos dos tratamentos contendo
citocininas se mostraram bem menores (Figura 2), quando comparados aos brotos do

tratamento isento das mesmas, refletindo de forma direta no peso dessas brotagdes.
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Figura 3: Matéria seca da parte aérea de botos obtidos a partir do segmento cotiledonar de C. pyramidalis, aos
45 dias com diferentes concentracdes das citocininas benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN). Feira

de Santana, BA. 2012.

1.3.2 Efeito da interacdo da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e da auxina acido

naftalenoacético (ANA) na induc¢io de brotacoes em segmentos nodais de C. pyramidalis

De acordo com a tabela de analise de varidncia, observou-se efeito altamente
significativo (p<0,01) da interacdo “BAP x ANA” para a porcentagem de explantes

responsivos para formagao de brotos, nimero de brotos, comprimento da parte aérea e matéria
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seca da parte aérea, sendo significativo (p<0,05) para a porcentagem de formagdo de calo na

base dos explantes (Tabela 4).

Tabela 4: Resumo da analise de variancia para explantes responsivos (ER), nimero de brotos (NB), nimero de
folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e porcentagem de formagado de calo na base dos explantes (CBE) de brotos
oriundos do segmentos nodal de plantas de Caesalpinia pyramidalis submetidas a diferentes
concentragdes de Benzilaminopurina (BAP) e acido nafatalenoacetico (ANA). Feira de Santana, BA.

2012.
FV GL Quadrados médios

ER* NB” NE” CPA” MSPA ¥ CBE™
BAP (B) 4 1,15 ** 0,187 ** 0,36 ** 5,94%% 0,71%* 0,12 **
ANA (A) 4 0,70 ** 0,097 ** 0,18%* 2,65%* 0,99%* 0,006 "
BXA 16 0,30 ** 0,042 ** 0,11%* 2,11%* 0,59%%* 0,04 *
Residuo 150 0,03 0,006 0,01 0,29 0,09 0,02
CV(%) 44,19 6,38 9,88 27,90 20,77 138,87

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. ™

Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. * Dados transformados em arco-seno 4/§f; ¥ Dados
transformados em (x + 1)

A andlise de regressao indicou modelo quadratico descendente (p<0,01) das
concentragdes de BAP para a variavel porcentagem de explantes responsivos, na auséncia e
na presen¢a de 2uM de ANA. Quando o meio de cultura foi suplementado com 8uM de
ANA, apresentou comportamento linear crescente (p<0,01) (Figura 4). No entanto a maior
taxa de explantes responsivos (91,43%) foi obtida em meio de cultura sem reguladores de
crescimento vegetal (Figura 4). Esses resultados sdo superiores aos encontrados por Borchetia
et al. (2009) em Camellia sinensis, no qual obtiveram a maior porcentagem de explantes
responsivos a partir de segmento nodal (32,8%) em meio de cultura WPM suplementado com
13,32uM de BAP. No entanto, para C. pyramidalis foi constatado um declinio significativo na
taxa de regeneragdo dos brotos a medida que se aumentou a concentragdo dos reguladores de
crescimento no meio de cultura.

De acordo com Furtado et al. (2007) a resposta morfogénica ¢ fortemente influenciada
pelo gendtipo, dessa forma ¢ fundamental que seja realizada adaptagao dos protocolos em
cada espécie, visto que as concentracdes dos reguladores vegetais utilizadas desfavoreceram
de forma significativa a taxa de regeneragdo da catingueira.

Ao analisar a variavel numero de brotos, obteve-se um modelo linear decrescente
(p<0,01) das concentragdes de ANA quando o meio de cultura estava isento de BAP e

quadratico descendente (p<0,01) na presenga de 2 e 8uM de BAP (Figura 5).
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O maior numero de brotos observado (0,97 brotos/explante) foi obtido na auséncia dos
reguladores de crescimento vegetal (Figura 5), corroborando Flores et al. (2011) em culturas
de Luehea divaricata, na qual também constataram que a auséncia de regulador de
crescimento no meio de cultura proporcionou a obtengao do maior numero de brotagdes por
explante (1,6). No entanto, Aragdo et al. (2011) ndo registraram a formagdo de brotos em
culturas de Caesalpinia echinata no meio de cultura isento de regulador.

A indugdo de brotos em explantes pode ser realizada por meio da aplicagao de
citocininas exogenas, promovendo o crescimento inicial das gemas axilares pela quebra da
dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2004), porém para que brotos sejam formados, ¢
necessario que no balango entre auxinas e citocininas, as concentragdes de citocininas sejam
maiores (GUERRA; NODARI, 2006). No entanto, a formagao de brotos, mesmo nos
explantes inoculados em meio livre de fitorregulador, indicou que nao houve a necessidade de
uma fonte exdgena de citocinina para estimular a formagao de brotacdes em segmentos nodais
de C. pyramidalis. Provavelmente, as concentragdes testadas da citocinina BAP promoveram
um desbalango hormonal com as concentragdes endogenas de auxinas nos explantes, visto que
os mesmos foram oriundos de plantas germinadas in vitro, aos quais espera-se apresentar
elevada quantidade de auxinas endégenas.

A adicdo de reguladores de crescimento vegetal em meios de cultura e o balango
adequado entre as concentracdes ja presentes internamente nos explantes, sdo importantes
para o desencadeamento de respostas organogenéticos, como observados para espécies
lenhosas como Erythrina. velutina (COSTA et al., 2010) e Searsia dentata (PRAKASH;
STADEN, 2008). Os resultados obtidos para catingueira corroboram aqueles observados em
outras espécies lenhosas como Schizolobium amazonicum (CORDEIRO et al., 2004) e
Cabralea canjerana (ROCHA et al., 2007), em que também foram constatados baixa taxa de
multiplicagdo.

A formacdo de calo na base dos explantes mostrou ser diretamente proporcional a
adicdo de BAP no meio de cultura. Verificou-se comportamento linear crescente das
concentragdes dessa citocinina na auséncia (p<0,01) e na presenca de 8uM (p<0,05) de ANA
no meio de cultura (Figura 6). A maior taxa (29%) de formacdo de calo foi observada na
presenca de 8uM de BAP, como houve tendéncia linear para esta variavel, concentragdes
maiores provavelmente, deverdo aumentar a taxa de formagdo de calo (Figura 6). Resultados
semelhantes foram observados por Aragao et al. (2011) em trabalhos de multiplicagdo com C.
echinata, no qual constataram que a maior concentracdo de BAP testada (4,5uM) foi

responsavel pela formagao do maior percentual de calos (29,67%).
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O comportamento observado, induzindo a formacgao de calos na catingueira, deve ter
ocorrido provavelmente, por desbalanceamento nos niveis de fitormonios contidos nos
explantes. De acordo com Santos (1998), elevadas concentragdes de citocininas parecem
reagir com a quantidade de auxina endogena do explante, o que leva a formagdo de calo
provocando inibi¢do no surgimento dos brotos. Sendo ainda que, para sistemas de
micropropagacdo clonal, a formag¢do de calos ¢ indesejavel uma vez que a constituicao
cromossomica deste material ¢, em geral, instavel, podendo originar variantes genéticos, por

meio de um processo chamado variagao somaclonal (LARKIN; SCOWCROFT, 1981).

¥(9)=3.55%-125 R’=96%**
y(H)= ns

y(4)= ns

35 4 y(= )= ns
Y )= 1,9x+5,5  R*=65%*

Formacéo de calo (%0)

BAP(uLM)

Figura 6: Porcentagem de formacdo de calo na base de brotos obtidos a partir de segmento nodal de C.
pyramidalis, aos 45 dias com diferentes concentragdes de BAP ¢ ANA (¢ 0,0 uM ANA; W 1,0 uM
ANA; A 2,0 uM ANA; # 4,0e £ 8,0uM ANA) (**significativo ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste F; *significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F ™ ndo significativo ao nivel de
5% pelo teste F). Feira de Santana, BA. 2012.

Para numero de folhas, as concentragdes de BAP apresentaram tendéncia quadratica
descendente (p<0,01) na auséncia e nas concentragdes 1 e 2 uM de ANA. O maior nimero de
folhas (1,63) foi obtido na auséncia dos reguladores de crescimento (Figura 7). As
concentragdes mais elevadas geraram menores numeros de folhas por explante de catingueira,
indicando efeito inibitério do fitorregulador. Comportamento similar foi obtido por Flores et

al. (2011), em culturas de L. divaricata, que também constataram efeito quadratico para esta
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variavel, no qual o maior nimero de folhas foi registrado na auséncia de reguladores de
crescimento. No entanto, Costa et al. (2010), observaram um efeito linear crescente para
numero de folhas de E. velutina, alcancando uma média de 9,4 folhas no meio de cultura

suplementado com 17,76uM de BAP combinado com 1,34uM de ANA.

y(#)=0,0683x%-0,5447x+1,2155 R7=61%**
y(m)= 0,0333x-0,2643x+0,6297 R?=93%**
y(A)=0,028x>-0,238x+0,4968 R7=74%**
131 y()=ns
L6y p=ns

14 -

MNimero de folhas

BAP(uM)

Figura 7: Numero de folhas obtidas a partir de segmento nodal de C. pyramidalis, aos 45 dias com diferentes
concentragdes de BAP e ANA (# 0,0 uM ANA; M 1,0 uM ANA; 2,0 uM ANA; = 4,0uM ANA
e ‘1 8,0uM ANA ) (**significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; ™ Nio significativo
ao nivel de 5% pelo teste F). Feira de Santana, BA. 2012.

Para o comprimento da parte aérea foi observada uma redugdo na altura média, dentro
de cada concentracdo de ANA a medida que se aumentaram as concentragdes de BAP, sendo
constatado efeito quadratico (p<0,01) na auséncia e na utilizacdo de 2uM de BAP e efeito
linear decrescente (p<0,05) na presenga de 1uM de BAP (Figura 8A).

O maior comprimento dos brotos (17,90mm) foi observado quando nado foi utilizado
reguladores de crescimento no meio de cultura (Figura 8A), corroborando Kang et al. (2009)
que também registraram o maior comprimento dos brotos (22mm) de Populus trichocarpa,
em meio isento de reguladores de crescimento vegetal. E de fato constatado por varios autores
que o aumento da concentragdo de citocininas no meio pode provocar a reducdo do
comprimento dos brotos (PURKAYASTHA et al., 2008; NICIOLI et al., 2008; COSTA et al.,

2010), visto sua atuacao na quebra da dominancia apical provocadas pelas auxinas enddgenas
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dos explantes. Segundo Grattaplagia e Machado (1998), brotos ideais para o enraizamento in
vitro devem possuir altura igual ou superior a 10mm, concordando assim com a média de

17,90mm encontrados para C. pyramidalis no presente estudo.

A
y(#)=0,439x-4,7445x+14,072 R2=60%**
20 y(m)=-0,362x+3,97 R2=69%*
18 l y(4)=0,1912x>-1,2325x+2,8009 R2= 85%%*
y(#)=ns
16 - B
y( )= ns

Comprimento daparte aérea (mm)

ANA (M)
B
y(#)=0,1976x>-1,8776x+4,4403 R2=629%**
g y(M)=-0,1385x+1,4235 R2=84%*
| y(#)=0,0618x-0,3581x+0,8837 R%= 899%*
°e y(* )=ns
y( 1)=0,0794x7-0,6697x+1,638 R2=79%**

Matéria seca daparte aérea (mg)

ANA (uM)

Figura 8: Comprimento da parte aérea (A) e matéria seca da parte aérea (B) obtidas a partir de segmento nodal
de C. pyramidalis, aos 45 dias com diferentes concentragdes de ANA ¢ BAP ( 4 0,0 uM BAP; W 1,0
puM BAP; 42,0 uM BAP; = 4,0uM e 4 8,0uM BAP) (**significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F; *significativo ao nivel de 5% pelo teste F; ™ ndo significativo ao nivel de
5% pelo teste F). Feira de Santana, BA. 2012.



45

Em relagdo a matéria seca da parte aérea, observou-se tendéncia quadratica
descendente das concentragdes de ANA, na auséncia (p<0,01) e na presenca de 2 e S§uM
(p<0,05) de BAP, ¢ linear decrescente (p<0,05) na utilizagdo de 1uM de BAP (Figura 8B),
sendo que foi constatado uma redugdo no peso da parte aérea a medida que aumentou-se as
concentragdes dos reguladores de crescimento, de forma que o maior valor obtido (5,77mg)
foi registrado quando ndo foi adicionado reguladores de crescimento no meio de cultura
(Figura 8B).

A adigao de fitorreguladores em meios nutritivos tem o objetivo principal de suprir
possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de hormonios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta-matriz (FURTADO et al., 2007), no entanto, para a
catingueira essa adicdo se mostrou inibitoria para o desenvolvimento das brotagdes in vitro,
refletindo num decréscimo na matéria seca da parte aérea. Comportamento este que pode ser
atribuido a caracteristica que os fitorreguladores possuem de inibir, promover ou modificar as
diferentes respostas fisiologicas, mesmo em baixas concentragdes, através da quais controlam o

crescimento e desenvolvimento da planta (VIEIRA et al., 2010).

1.3.3 Efeito de diferentes concentracgdes e tipos de citocininas na inducio de brotacoes

em segmentos nodais de C. pyramidalis

De acordo com a andlise de variancia, observou-se efeito altamente significativo

(p<0,01) dos tratamentos testados para todas as varidveis analisadas (Tabela 5).

Tabela 5: Resumo da analise de variincia para explantes responsivos (ER), nimero de brotos (NB), nimero de
folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), matéria fresca da parte aérea (MFPA) e matéria seca
da parte aérea (MSPA) aos 45 dias obtidos a partir do segmento nodal de C. pyramidalis submetidas a
diferentes concentragdes e tipos de citocininas. Feira de Santana, BA. 2012.

FV GL Quadrados médios

ER* NBY NFY CPAY MSPAY
Tratamento 12 0,78 ** 0,09 ** 0,18 ** 5,12 ** 1,15 **
Residuo 78 0,02 0,003 0,009 0,17 0,08
CV(%) 49,15 5,04 8,32 25,21 21,40

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. X Dados transformados em arco-seno +/Tg; * Dados
transformados em (x + 1)*°.

Ao analisar a porcentagem de explantes responsivos para a formagao de brotos,
observou-se uma reducdo na taxa de regeneracdao de brotos a medida que se aumentaram as

concentragdes das citocininas no meio de cultura (Figura 9). A maior taxa (91,4%) observada
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para essa varidvel foi alcangada na auséncia dos reguladores de crescimento vegetal. Sendo

que na utilizagdo de concentragcdes maiores da citocinina TDZ (4uM-T12 e 6uM-T13)

atingiu-se o menor percentual de regeneracdo (0,0%) (Figura 9).
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Figura 9: Porcentagem de explantes responsivos obtidos a partir de segmento nodal de C. pyramidalis, aos 45
dias com diferentes concentragdes e tipos de citocininas. T1=> 0,0 uM de citocinina; T2-> 2uM de
BAP; T3> 4uM de BAP; T4-> 8uM de BAP; T5> 16uM de BAP; T6> 2uM de KIN; T7>4uM de
KIN; T8> 8uM de KIN; T9> 16uM de KIN; T10> 1uM de TDZ; T11-> 2uM de TDZ; T12->
4uM de TDZ e T13-> 6uM deTDZ. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
ao nivel de 5% pelo teste F. Feira de Santana, BA. 2012.

Comportamento similar ao observado para porcentagem de explantes responsivos foi

obtido também para o numero de brotacdes, cuja maior média (0,97 brotos/explante) foi

registrada na auséncia das citocininas, sendo que na presenga das maiores concentragdes de

TDZ, também ndo foram averiguadas a formacao de brotagdes (Figura 10).

Diferente do que foi observado para a catingueira, espécies lenhosas como Rauvolfia

tetraphylla e Leucaena leucocephala apresentaram um alto numero de brotos (9,2 e 6,98,

respectivamente) com a utilizagdo de TDZ adicionado ao meio de cultura (FAISAL et al.,
2005; SHAIK et al., 2009).

O thidiazuron ¢ um potente regulador de crescimento que faz parte do grupo das

feniluréias, ndo possuindo o anel purina das citocininas como benzilaminopurina, cinetina e

zeatina, sendo utilizado para induzir brotagdes em vdrias espécies lenhosas (MOK et al.,
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1987; LU, 1993). Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo ndo confirmam a
eficiéncia do TDZ na inducdo de brotagdes nos explantes C. pyramidalis nas concentragdes
testadas. Sugere-se, portanto, a utilizacdio de outras concentracoes TDZ, inclusive
concentragcdes bem menores que as testadas, de modo a estabelecer-se um balango hormonal
ideal para a proliferacdo de brotos em catingueira, pois de acordo com Graga et al. (2001), o
TDZ por ser mais potente que outras citocininas, as concentragdes requeridas sao menores
que das demais, para se obter resultados similares de multiplicacdo. No entanto deve-se levar
em consideragdo ainda, que o TDZ ¢ uma citocinina de elevado custo se comparado com o
BAP ou a KIN, e que pode ainda apresentar problemas na morfogénese de brotacdes de
lenhosas, como foi verificado em culturas de Bauhinia cheilantha, cujas brotagdes
apresentaram-se hiperidricas (GUTIERREZ et al., 2011) e em brotos de Eucalyptus
dunnii,onde foram verificados plantas com aspecto pouco desenvolvidas e atrofiadas, além da

formagao de calo (GRACA et al., 2001).

1,2 -

0,97a

0,8 -

0,6 0,54b

0,40bc 0,38bcd
0,4 +

’

0,24cdef 0,27cde

Numero de brotos / explante

02 - 0,16¢def 0,24cdef 0,17cdef 0.15¢f

0,04ef

0,0f 0,0f

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 19 T10 T11 T12 T13

Figura 10: Numero de brotos obtidos a partir de segmento nodal de C. pyramidalis, aos 45 dias com diferentes
concentragdes e tipos de citocininas. T1-> 0,0 uM de citocinina; T2-> 2uM de BAP; T3> 4uM de
BAP; T4-> 8uM de BAP; T5-> 16uM de BAP; T6> 2uM de KIN; T7->4uM de KIN;T8—> 8uM de
KIN; T9-> 16uM de KIN; T10> 1uM de TDZ; T11-> 2uM de TDZ; T12-> 4uM de TDZ ¢ T13>
6uM deTDZ. Médias Médias seguida pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5%
pelo teste F. Feira de Santana. 2012.

Ao avaliar os tratamentos contendo a citocinina BAP ou KIN também se registrou

uma queda significativa no numero de brotos a medida que se aumentaram as concentragdes
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dessas citocininas, sendo que, ao comparar-se o meio de cultura suplementado com BAP e
KIN, as maiores médias para nimero de brotos foram observadas com o segmento nodal em
meio incrementado com BAP ao invés de KIN (Figura 10). O efeito benéfico do BAP na
multiplicagdo de brotagdes relaciona-se com a influéncia deste regulador de crescimento na
divisdo celular e na liberagdo das gemas axilares inibidas pela dominancia apical, sendo ainda
esta citocinina muito eficaz para promover a multiplicacdo em diversas espécies lenhosas
(CORDEIRO et al., 2004). No entanto, para a catingueira a presenca de BAP no meio de
cultura, nas concentragdes testadas, ndo se mostrou eficiente para a proliferagao de brotos,
sendo registrado um declinio significativo para taxa de multiplicagdo dos explantes a medida
que se adicionou esta citocinina no meio de cultura.

Diferente do que foi observado para a catingueira, concentragdes maiores de BAP tem
sido usadas para a proliferacdo de brotos em algumas espécies lenhosas com resultados
satisfatorios, como foi registrado para Balanites aegyptiaca (ANIS et al., 2010) e Searsia
dentata (PRAKASK; VAN STADEN, 2008), cujas concentragdes superiores ou iguais a
10uM, apresentaram resultado satisfatorio para multiplicagdo in vitro. Por outro lado, o uso
de concentragdes menores de BAP também tem sido indicado para espécies lenhosas, como
Caesalpinia echinata (ARAGAO et al., 2011), Melia azedarach (HUSAIN e ANIS, 2009),
Maclura tinctoria (GOMES et al., 2010) e Eugenia pyriformis (NASCIMENTO et al., 2008).

De com Schuch e Erig (2005), as concentragdes de citocininas para a multiplicagdo in
vitro, estdo entre a faixa de 0,44 e 22,2 uM. Desse modo, esses resultados indicam que ¢
necessario testar outras citocininas, ou até mesmo outras concentragoes das mesmas a fim de
estabelecer um balanco hormonal interno, com intuito de aumentar o nimero de brotos
formados.

Ao avaliar-se o numero médio de folhas, as concentragdes das citocininas utilizadas
ndo se mostraram eficientes, sendo que a maior média registrada (1,63) foi obtida em meio
isento das mesmas (Figura 11A). O mesmo comportamento foi constatado para o
comprimento ¢ matéria seca da parte aérea, cujas maiores médias (17,9mm e 5,77mg)

também foram registradas na auséncia de reguladores de crescimento (Figura 11B e 12).
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Figura 11:Ntumero de folhas (A) e comprimento da parte aérea (B) obtidos a partir de segmento nodal de C.
pyramidalis, aos 45 dias com diferentes concentragdes e tipos de citocininas. T1> 0,0 pM de
citocinina; T2-> 2uM de BAP; T3> 4uM de BAP; T4-> 8uM de BAP; T5> 16uM de BAP; T6>
2uM de KIN; T7->4uM de KIN;T8-> 8uM de KIN; T9> 16uM de KIN; T10-> 1uM de TDZ,;
T11-> 2uM de TDZ; T12-> 4uM de TDZ ¢ T13-> 6uM deTDZ. Médias Médias seguida pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste F. Feira de Santana, BA 2012.
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Figura 12: Matéria seca da parte aérea obtidos a partir de segmento nodal de C. pyramidalis, aos 45 dias com
diferentes concentracdes e tipos de citocininas. T1=> 0,0 uM de citocinina; T2-> 2uM de BAP;
T3> 4uM de BAP; T4> 8uM de BAP; T5> 16uM de BAP; T6> 2uM de KIN; T7>4uM de
KIN;T8-> 8uM de KIN; T9> 16uM de KIN; T10> 1uM de TDZ; T11-> 2uM de TDZ; T12->
4uM de TDZ e T13> 6uM de TDZ. Médias Médias seguida pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste F. Feira de Santana, BA. 2012.

A baixa taxa de multiplicacdo in vitro encontrada para C. pyramidalis corrobora os
resultados observados em vdarias espécies lenhosas como Luehea divaricata (1,6
brotos/explantes) (FLORES et al., 2011), Cabralea canjerana (1,66 brotos/explante)
(ROCHA et al., 2007) e Schizolobium amazonicum (2,14 brotos/explante ) (CORDEIRO et
al., 2004).

Pode-se observar a formagao de calo na base ou na parte caulinar dos explantes com a
adi¢do de concentra¢des maiores de citocininas (dados ndo mostrados). A presenga de calo na
base dos explantes com a utilizacdo de citocininas também foram observadas em culturas de
outras espécies lenhosas como Erythrina velutina, Hancornia speciosa € Caesalpinia echinata
(COSTA, 2009; SOARES et al., 2007; ARAGAO et al., 2011).

Para que ocorra a formacdo de brotos € necessario que no balango “auxinas x
citocininas”, as concentracdes de citocininas se sobressaiam; para ocorrer a calogénese a
condi¢do ¢ haver um equilibrio no balangco hormonal (GUERRA; NODARI, 2006), visto que

o balancgo entre as quantidades de citocininas exdgenas e auxinas enddgenas variam conforme
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o tecido utilizado como explante (BRUNETTA et al., 2006). Dessa forma os resultados
encontrados para a catingueira se explicam provavelmente pelo desbalango hormonal que se

estabeleceu, produzindo calo.

CONCLUSAO

O segmento nodal apresentou-se como o melhor explante na auséncia de reguladores
de crescimento vegetal, sendo que a presenca dos mesmos no meio de cultura, nas
concentragdes testadas, inibiu a formagdo de brotos em segmentos nodais, uma vez que
apenas o explante segmento cotiledonar demonstrou competéncia organogénica na presenca
de 2uM de cinetina.

Com a realizacdo desse estudo ndo foi observada uma taxa de multiplicacdo
satisfatoria para catingueira. Dessa forma, sugere-se a realizagcdo de novos estudos a fim de se

obter um maior numero de brotos por explante.
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RESUMO

Caesalpinia pyramidalis Tul. ¢ uma arvore endémica da Caatinga, conhecida popularmente
como catingueira, sendo bastante utilizada na medicina popular no tratamento de hepatite,
anemia, infecgdes catarrais e diarréias. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito da
redu¢do do potencial osmdtico do meio de cultura e a utilizagao do retardante de crescimento
paclobutrazol (PBZ) na conservagdo in vitro de C. pyramidalis. No primeiro experimento,
plantulas com sete dias foram inoculadas em meio de cultura suplementado com diferentes
concentragoes de sacarose (87,64; 131,46; 175,28 e 219,10mM) combinadas com
concentracgoes (0,0 e 87,64mM) de sorbitol ou manitol. No segundo experimento, plantulas
com sete dias foram inoculadas em meio de cultura contendo diferentes concentragdes (0,0,
1,5; 3,0; 4,5 e 6,0uM) de PBZ. Em todos os experimentos foi utilizado o meio de cultura
WPM, acrescido por 87,64mM de sacarose (exceto para os tratamentos contendo
concentracdes superiores de sacarose) e solidificado com 7g.L™' de 4gar. A porcentagem de
sobrevivéncia das plantas foi avaliada bimestralmente e ao final de 240 dias foram analisados:
numero de folhas verdes e folidlulos senescentes, comprimento da parte aérea e da maior raiz,
o numero de raizes, matéria fresca e matéria seca da parte aérea e matéria fresca e seca das
raizes. A utilizagao dos agentes osmoticos sorbitol € manitol ndo se mostraram eficientes na
conservagdo in vitro de catingueira, sendo indicada para esse propdsito as concentracdes de
219,10mM de sacarose ¢ 6,0uM de PBZ por até 240 dias sem subcultivos.

Palavras-chave: Agente osmotico. Retardante de crescimento. Crescimento minimo.
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ABSTRACT

Caesalpinia pyramidalis Tul. is a tree endemic to the Caatinga, known popularly as
catingueira, being widely used in folk medicine to treat hepatitis, anemia, catarrhal infections
and diarrhea. This study aimed to evaluate the effect of reducing the osmotic potential of the
culture medium and the use of growth retardant paclobutrazol (PBZ) on in vitro conservation
of C. pyramidalis. In the first experiment, seedlings were inoculated with seven days in
culture medium supplemented with different concentrations of sucrose (87.64, 131.46, 175.28
or 219.10 mM) combined with concentrations (0.0 or 87.64 mM) sorbitol or mannitol. In the
second experiment, seedlings with seven days, were inoculated in culture medium containing
different concentrations (0.0; 1.5; 3.0; 4.5 or 6.0uM) of PBZ. In all experiments was used
WPM plus a 8§7.64 mM sucrose (except for the treatments containing higher concentrations of
sucrose) and solidified with agar 7g.L"". The percentage of plant survival was evaluated every
two months and the end of 240 days were analyzed: number of green leaves and senescent
leaves, shoot length and the largest root, root number, fresh and dry matter of aerial part and
fresh and dried roots. The use of osmotic agents sorbitol and mannitol were not effective in in
vitro conservation catingueira and was recommended for this purpose the concentration of
219.10mM sucrose and 6.0uM of PBZ for up to 240 days without subculture.

Keywords: osmotic agent. Growth retardant. Minimum growth.
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2.1 INTRODUCAO

Caesalpinia pyramidalis Tul pertence a familia Leguminosae e subfamilia
Caesalpinaceae, sendo conhecida popularmente como catingueira, pau-de-rato, catingueira-
das-folhas-largas, mussitaiba e pau-de-porco (MAIA, 2004). E uma arvore de porte médio
endémica do semidrido nordestino e de ampla dispersdo (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe ¢ Bahia) no bioma Caatinga (SAMPAIO, 2002;
MALIA, 2004; BAHIA et al., 2005).

A catingueira ¢ uma planta que vegeta em lugares pedregosos, sendo um exemplo de
espécie de usos multiplos, visto que possui potencial madeireiro, forrageiro e ecologico, além
de ser bastante utilizada na medicina popular (SALVAT et al., 2004). As infusdes feitas com
suas flores, folhas e cascas sdo usadas no tratamento de febres, hepatite, anemia, infecgdes
catarrais, diarréias, doengas estomacais € como diuréticos. A espécie ¢ também usada como
lenha, carvao, estacas, mourdes, na constru¢ao de casas de taipa e pode ser utilizada para
produgdo de alcool combustivel e coque metalirgico. A cinza de sua madeira possui elevado
teor de potassio e ¢ usada para fabricacdo de sabdao (MAIA, 2004).

C. pyramidalis possui uma variedade de biflavondides, flavonoides, triterpenos e
fenilpropanoides, sendo que a presenca de biflavonoides na familia Leguminosae ¢
relativamente rara e, na subfamilia Caesalpinaceae nunca havia sido relatada anteriormente
(BAHIA et al., 2005). De acordo com Lima et al. (2006), a catingueira possui a¢ao
antibacteriana, cujo extrato etanolico tem sido usado contra linhagens resistentes de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A grande pressdao no consumo tanto de suas folhas, flores, cascas e principalmente da
madeira, que provoca a retirada de toda a planta, ameaca a estabilidade populacional da
catingueira. Fato este, que faz surgir atualmente a necessidade de estratégias para sua
multiplicagdo, conservagao ¢ manejo sustentavel (TEIXEIRA et al., 2007). Dentro desse
contexto, a cultura de tecidos vegetais surge como uma alternativa para minimizar 0s
impactos causados pela exploragdo sem controle das espécies, que pode direciona-las para a
extingdo.

A cultura de tecidos envolve um grupo heterogéneo de técnicas que abrange métodos
de propagacdo e conservagao de germoplasma. A manutencdo de colegdes in vitro tem sido
considerada como um método alternativo a conservagdo de germoplasma (SANTOS et al.,
2011) que garante a manuten¢do da biodiversidade, visto que possibilitam a manutencdo de

um grande numero de acessos num pequeno espaco fisico e livre das intempéries e riscos que
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existem no campo, reduz os custos, garante a manuteng¢do da fidelidade genética, além de
facilitar a disponibilidade de material para o melhoramento genético (FARIA et al., 2006).
Uma vez que, a estocagem de plantas in vitro permite um fluxo continuo de produg¢do em
todas as €épocas do ano, e possibilita a produgdo de plantas a partir de 6rgdos ja desenvolvidos
o que, em geral, ndo é conseguido em condi¢des naturais de campo (BERTONI et al., 2006).

Assim, as técnicas de conservacao in vitro constituem-se em métodos valiosos para a
conservagao de recursos genéticos vegetais (HARDING et al., 1997), principalmente de
espécies com potencial econdmico muito explorado. A conservacao de germoplasma in vitro
pode ser feita a partir de mudangas no ambiente de cultivo visando desacelerar ou suprimir
totalmente o crescimento de células, tecidos e 6rgiaos (WITHERS; WILLIAMS, 1998) de
forma a aumentar ao maximo o intervalo entre os subcultivos, ou estendé-los indefinidamente,
reduzindo-se assim a mao-de-obra e o espago necessario para a sua conservacao, além de
proporcionar acesso imediato a todo o germoplasma da cole¢do (GUERRA; POMPELLI,
2011).

O crescimento lento das culturas tem sido utilizado com sucesso e consiste em reduzir
drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, pela inducao de estresse
osmotico, reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardantes de
crescimento ou diminuindo a concentracdo dos componentes salinos e organicos do meio de
cultura (WITHERS; WILLIAMS, 1998). Os agentes osmdticos, tais como manitol, sorbitol,
sacarose, dentre outros, ao serem adicionados ao meio de cultura, atuam externamente,
removendo o excesso da agua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o
crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET et al., 1993).

Os retardantes de crescimento vegetal sdo compostos sintéticos que reduzem o
alongamento do caule, sem mudar os padrdes de desenvolvimento ou causar fitotoxicidade.
Esse processo ocorre com a redugdao do alongamento das células e com a redugdo da taxa de
divisdo celular (SELEGUINI, 2007). Dentre esses retardantes de crescimento, tem-se o
paclobutrazol (PBZ), um triaz6l que inibe a biossintese das giberelinas diminuindo o
desenvolvimento das plantas (SILVA, 2008), pois segundo Taiz e Zeiger (2004) as
giberelinas aumentam o alongamento e a divisdo celular, o que ¢ evidenciado pelo aumento
no comprimento e numero de células em resposta a aplicacdo desse hormdnio. O PBZ pode
também alterar os niveis de acido abscisico (ABA), etileno, citocininas e auxinas
(FLETCHER et al., 2000; DAVIS; CURRY, 1991).

Sendo assim, o cultivo in vitro de espécies vegetais possibilita a recuperacdo de

plantas com potenciais muito explorados, e dessa forma, suscetiveis ao risco de extingao.
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Considerando que a utilizagdo da catingueira, principalmente para a exploracdo de sua
madeira, requer a extragdo da arvore, a qual necessita, muitas vezes de muito tempo para se
desenvolver, o que pode levar esta espécie a extingao.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de agentes osmoticos e do

retardante de crescimento paclobutrazol na conservagao in vitro de C. pyramidalis.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local de realizacio dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), pertencente a Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS).

2.2.2 Maeio de cultura e inoculacio

O meio de cultura utilizado em todos os ensaios foi o WPM (LLOYD; McCOWN,
1980), suplementado com 87,64mM de sacarose (exceto quando indicado para os tratamentos
contendo concentragdes superiores de sacarose) e solidificado com 7gL”' de 4gar
(Himedia®). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1 com hidroxido de sdédio
(NaOH) ou é&cido cloridrico (HCI) a 0,1 N, antes da autoclavagem. O meio de cultura foi
distribuido em tubos de ensaio (25x150 mm) vedados com tampa pléstica e esterilizados por
autoclavagem durante 15 min a temperatura de 121 °C e pressao de 1 atm.

As inoculagdes foram realizadas em camara de fluxo laminar para a manutengdo de

condigdo asséptica e os recipientes fechados com filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC).

2.2.3 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de C. pyramidalis coletadas na regido de Retirolandia-BA,

armazenadas em geladeira sob temperatura de +5°C no LCTV.
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2.2.4 Efeito dos agentes osmoticos sacarose, sorbitol e manitol na conservacao in vitro de

C. pyramidalis

Plantulas com sete dias de idade oriundas da germinagdo de sementes em meio de
cultura, foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio suplementados com
diferentes potenciais osmoticos (Yo= -0,2170; -0,3255; -0,4340; -0,651; -0,434; -0,5425 ¢ -
0,868 MPa) obtidos através da utilizagdo dos agentes osmoticos sacarose (Sac), sorbitol
(Sorb) e manitol (Man). Sendo que diferentes concentragdes de sacarose (87,64; 131,46;
175,28 ¢ 219,10mM) foram combinadas com concentragdes de sorbitol (0,0 ¢ 87,64mM) ou

manitol (0,0 e 87,64mM), constituindo os tratamentos dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Tratamentos utilizados na conservagao in vitro de C. pyramidalis com diferentes potenciais osmoticos
obtidos a partir de distintas concentragdes dos agentes osmoticos sacarose, sorbitol ou manitol. Feira
de Santana, BA. 2012.

Tratamentos Concentracio dos agentes osméticos (mM) Potencial osmoético — Yo (MPa)
Sacarose Sorbitol Manitol
AG1 87,64 0,0 0,0 -0,2170
AG2 131,46 0,0 0,0 -0,3255
AG3 175,28 0,0 0,0 -0,4340
AG4 219,10 0,0 0,0 -0,6510
AGS5 87,64 87,64 0,0 -0,4340
AG6 131,46 87,64 0,0 -0,5425
AG7 175,28 87,64 0,0 -0,6510
AGS8 219,10 87,64 0,0 -0,8680
AGY 87,64 0,0 87,64 -0,4340
AG10 131,46 0,0 87,64 -0,5425
AG11 175,28 0,0 87,64 -0,6510
AG 12 219,10 0,0 87,64 -0,8680

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com dez repetigdes e oito
tubos por repeticdo. A porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada bimestralmente,
constituindo o fatorial “tempo de cultivo x concentragdo do agente osmotico” e ao final de

240 dias foram analisadas: o numero de folhas verdes, comprimento da parte aérea, nimero
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de folidlulos senescentes, comprimento da maior raiz, a matéria fresca e seca da parte aérea e

das raizes.

2.2.5 Efeito de diferentes concentracoes do retardante de crescimento paclobutrazol

(PBZ) na conservacao in vitro de C. pyramidalis

Plantulas com sete dias de idade, oriundas da germinagdao de sementes em meio de
cultura, foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio suplementados com
diferentes concentracdes (0,0; 1,5; 3,0; 4,5 ¢ 6,0uM) de PBZ.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des, cada
uma constituida por 10 parcelas experimentais (tubos).

A porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada bimestralmente constituindo o fatorial
“tempo de cultivo x concentragdo de PBZ” e ao final de 240 dias, avaliou-se: o nimero de
folhas verdes, comprimento da parte aérea, nimero de folidlulos senescentes, comprimento da

maior raiz, a matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes.

2.2.6 Condicoes experimentais

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2°C, sob
fotoperiodo de 16 horas e radiacio fotossintética ativa de 60 pmol.m™.s™ obtidas através de

lampadas branca fluorescentes.

2.2.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente, mediante a analise de variancia, sendo
que os dados de porcentagem foram submetidos a transformagdo em arco-seco 4/%. Quando o
valor de “F” foi significativo, as médias dos tratamentos qualitativos foram submetidas a
compara¢do de médias por meio do teste de Tukey e as médias de tratamentos quantitativos
foram submetidas a analise de regressao polinomial. Os resultados apresentados sdo as médias

originais obtidas. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR (FERREIRA, 2011).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Efeito dos agentes osmaticos sacarose, sorbitol e manitol na conservacgao in vitro de

C. pyramidalis

De acordo com a analise de variancia, a interagdo “tempo de cultivo x concentragdo
dos agentes osmoticos” apresentou efeito altamente significativo (p<0,01) para a porcentagem

de sobrevivéncia das plantas de C. pyramidalis (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo da analise de varidncia para porcentagem de sobrevivéncia bimestral em fungao de diferentes
concentragdes dos agentes osmoticos sacarose, sorbitol e manitol durante 240 dias de C.
pyramidalis. Feira de Santana, BA. 2012.

FV GL Quadrados médios
Tratamento(T) 11 0,89%*
Tempo(t) 3 16,49**

Txt 33 0,18%*
Residuo 240 0,02
CV(%) 13,75

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. Dados transformados em arco-seno +/Gj.

Ao analisar as demais varidveis, observou-se efeito altamente significativo (p<0,01)
dos tratamentos para comprimento da parte aérea, matéria fresca e seca da parte aérea, matéria
fresca e seca das raizes e comprimento da maior raiz; e efeito significativo (p<0,05) para as

variaveis numero de folhas verdes ¢ numero de folidlulos senescentes (Tabela 3).

Tabela 3: Resumo da analise de variancia para nimero de folhas verdes (NFV), comprimento da parte aérea
(CPA) e nimero de folidlulos senescentes aos 240 dias de plantas de C. pyramidalis submetidas a
diferentes concentra¢des dos agentes osmoticos sacarose, manitol e sorbitol. Feira de Santana, BA.
2012.

FV GL Quadrados médios
NFV CPA NFS MFPA MFR MSPA MSR CR

Tratamento 11  3,46* 2755,7*% 570,6% 63643,3** 115609,7** 6652,5*%* 6235,2** 3027,9**

Residuo 60 1,47 3534 243,5 7196,8 29196,1 1005,2 1662,9 968.3

CV(%) 57,27 23,0 51,8 24,5 51,9 23,3 50,3 39,9

* **significativo ao nivel de 5% de probabilidade; altamente significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F,
respectivamente.

Para a porcentagem de sobrevivéncia, foi constatada uma tendéncia linear decrescente

ao longo do tempo para todos os tratamentos testados, exceto para AG2 (131,46mM Sac) e
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AGS5 (87,64mM Sac + 87,64mM Sorb), nos quais foi obtido comportamento quadratico
(p<0,01) (Figura 1). Apds 240 dias a maior taxa de sobrevivéncia (77,78%) foi observada no
tratamento AG3 (175,28mM Sac), seguido do tratamento AG4 (219,10mM Sac), no qual foi
verificado 72,78% de plantas vivas (Figura 1). Esses resultados sdo inferiores aos observados
por Ledo et al. (2007), em trabalhos de conservacao in vitro de Cocos nucifera usando agentes
osmoticos, onde foi registrado 100% de sobrevivéncia ao final de 365 dias, em meio contendo
116,85 ¢ 175,28mM de sacarose.

Os menores valores médios (14,39; 17,26; 24,6 e 25,56%) para porcentagem de
sobrevivéncia foram obtidos em meio contendo sorbitol ou manitol. O que representou uma
redu¢do significativa quando comparado com os meios suplementados apenas com sacarose
(Figura 1), demonstrando dessa forma que a adicdo dos agentes osmoticos sorbitol e manitol
no meio de cultura nas concentragdes testadas influenciaram de forma direta no declinio da
taxa de sobrevivéncia da espécie em estudo. O tratamento AGS possui 0 mesmo potencial
osmotico (-0,4340MPa) do tratamento AG3, assim como os tratamentos AG7 (175,28mM Sac
+ 87,64mM ) e AG11 (175,28mM Sac + 87,64mM Man), possuem o mesmo potencial
osmotico do tratamento AG4 (-0,6510 MPa), comprovando dessa forma, que o tipo de agente
osmotico influenciou diretamente na taxa de sobrevivéncia das plantas de catingueira.

Efeitos fitotoxicos dos agentes osmoticos sorbitol e manitol também foram relatados
por Lemos et al. (2002) e Sa et al. (2011) em culturas de Saccharum officinarum, e Hancornia
speciosa, respectivamente. Fortes e Pereira (2001) observaram um decréscimo significativo
na sobrevivéncia de plantas de Solanum tuberosum na presenga de manitol, obtendo somente
37,36% de plantas vivas ao final de 270 dias de cultivo, tendo uma redugdo de 103,43% se
comparado aos 76% de sobrevivéncia obtida na utilizagdo apenas da sacarose.
Comportamento similar foi relatado por Silva e Scherwinski-Pereira (2011) que também
observaram reducdo na taxa de sobrevivéncia de plantas de Piper aduncum e Piper
hispidinervum na presenca de manitol. J4 Santos et al. (2011) registraram efeito nocivo da
maior concentragao testada de sorbitol (219,65mM) em plantas de Hancornia speciosa.

Os agucares sorbitol € manitol pertencem ao grupo dos agucares alcool que geralmente
nao sao metabolizados pelas plantas, sendo empregados para a reducao do potencial hidrico
do meio de cultura na conservacdo in vitro (GEORGE, 2008). Contudo, dependendo da
concentracdo ou espécie em estudo, os mesmos podem ter efeito fitotoxico, como foi

observado para a C. pyramidalis.
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Figural: Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de C. pyramidalis ao longo do tempo, submetidas a
diferentes concentracdes dos agentes osmoticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man).
AGl1~> 87,64mM Sac; AG2—> 131,46mM Sac; AG3->175,28mM Sac; AG4->219,10mM Sac;
AG5-> 87,64mM Sac+ 87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSac+87,64mM Sorb; AG7—> 175,28mM
Sac + 87,64mM; Sorb;AG8—> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb; AG9>87,64mM Sac + 87,64mM
Man; AG10-> 131,46mMSac+87,64mM Man; AG11-> 175,28mM Sac + 87,64mM Man; AG12->
219,10mM Sac + 87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.

Diferente do que foi observado para catingueira, Ledo et al. (2007) registraram uma
queda de 151,26% na taxa de sobrevivéncia de C. nucifera ao final de 365 dias na presenca da
maior concentracao (233,70mM) de sacarose testada, em relacao as concentracdes menores.
Segundo os mesmo autores, o aumento da concentragdo de sacarose no meio de cultura
provavelmente promoveu um efeito depressivo no metabolismo das plantulas, o que

possivelmente levou a uma reducdo da sobrevivéncia. A sacarose ¢ o carboidrato mais
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utilizados nos meios nutritivos, suportando as mais altas taxas de crescimento na maioria das
culturas (PASQUAL et al.,, 2002), no entanto em altas concentragdes pode reduzir o
crescimento das plantas através da reducao da disponibilidade de d4gua no meio de cultura, o
que pode representar um caracteristica positiva para trabalhos de conservacdo in vitro a
depender da espécie em estudo.

Em relagdo a varidvel nimero de folhas verdes, foi averiguado que nos tratamentos
suplementados com a combinagdo de sacarose com sorbitol ou manitol, houve uma redugao
significativa no numero médio de folhas verdes por planta (Figura 3A), sendo influenciada
diretamente pelo aumento na concentracdo total de carboidratos no meio, visto que, as
menores médias (0,58; 1,25 e 1,67) foram observadas nas maiores concentragdes dos agentes
osmoticos combinados, exceto para o tratamento AG10 (131,46mM Sac+87,64mM Man ),
que juntamente com o AG2 (131,46mM Sac) apresentaram as maiores médias (3,10) (Figura
3A). Esses resultados corroboram Faria et al. (2006), que também registraram o menor
numero de folhas em Passiflora giberti em altas concentragdes de carboidratos combinados.

Foi observado um decréscimo no comprimento da parte aérea em resposta ao aumento
da concentracdo dos agentes osmoticos, onde os maiores valores (119,9 e 110,8mm) foram
encontrados nos tratamentos contendo 87,64mM de sacarose (AG1) e 87,64mM de sacarose
combinado com 87,64mM de manitol (AG9Y), respectivamente; ao passo que 0s menores
valores (53,7; 58,9 e 54,5mm) foram verificados nos tratamentos AG7 (175,28mM Sac +
87,64mM Sorb), AG10 (131,46mM Sac + 87,64mM Man) e AG12 (219,10mM Sac +
87,64mM Man), respectivamente (Figura 3B). A adi¢do de manitol ou sorbitol em
combinagdo com a sacarose mostrou-se eficiente na reducdo do crescimento de plantas de
catingueira, concordando com os resultados obtidos para Cocos nucifera e Hancornia
speciosa (LEDO et al., 2007; SA et al., 2011).

No entanto, apesar da reducdo nos valores médios observados para o comprimento de
plantas de C. pyramidalis, uma variavel de suma importancia em trabalhos de conservacao in
vitro, a utilizagdo do manitol e sorbitol nas concentragdes testadas combinadas com as
concentragcdes mais altas de sacarose, ndo se mostraram eficazes nesse proposito, visto que
aos 240 dias, foi constatado aspecto sem vigor, e plantas mal desenvolvidas sem crescimento

regular da parte aérea (Figura 2).
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Figura 2: Aspecto das plantas vivas de C. pyramidalis Tul. aos 240 dias submetidas a diferentes concentra¢des
do agente osmoéticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man). AG7-> 175,28mM Sac +
87,64mM Sorb; AG10-> 131,46mMSac + 87,64mM Man; AG12-> 219,10mM Sac + 87,64mM Man.
Feira de Santana, BA. 2012.

Para numero de folidlulos senescentes, observou-se também, a influéncia da
concentracdo total de carboidratos no meio de cultura, visto que o maior numero (47,0) de
folidlulos senescentes foi registrado no tratamento AG9 (87,64mM Sac + 87,64mM Man)
seguido do tratamento AG1 (87,64mM sac), cuja média foi de 43,5 (Figura 3). J4 as menores
médias (15,9 e 15,2) foram verificadas nos tratamento AG4 (219,10mM Sac) e AGI12
(219,10mM sac + 87,64mM Man), respectivamente (Figura 4). Entretanto, as plantas oriundas
do tratamento AG12 nao apresentaram aspecto desenvolvido, com grande parte das plantas
atrofiadas, ndo sendo interessante para o cultivo in vitro (Figura 2). Sa et al. (2011)
observaram a reducdo da abscisdo foliar com a utilizacdo de altas concentra¢des de manitol
em culturas de Hancornia speciosa, embora tenha sido evidenciado seu efeito deletério ao
explante. Diferente do que foi observado para a catingueira no presente estudo, Santos et al.
(2011) em trabalhos de conservagdo com H. speciosa observaram que a presenca de sacarose
no meio de cultura foi um fator que elevou a abscisdo foliar. De acordo com os mesmos

autores, possivelmente a disponibilizacdo de uma fonte de carbono no meio de cultura
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aumentou o metabolismo e desenvolvimento in vitro, j& que esta ¢ um carboidrato
prontamente disponivel, o que consequentemente aumentou o acuimulo no microambiente do

etileno.
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Figura 3: Numero de folhas verdes (A) e comprimento da parte aérea (B) de plantas de C. pyramidalis, aos 240
dias, submetidas a diferentes concentragdes do agente osmoéticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e
manitol (Man). AG1-> 87,64mM Sac; AG2-> 13146mM Sac; AG3->17528mM Sac;
AG4->219,10mM Sac; AG5> 87,64mM Sact+ 87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSac+87,64mM
Sorb; AG7-> 175,28mM Sac + 87,64mM Sorb;AG8—> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb;
AG9->87,64mM Sac + 87,64mM Man; AG10-> 131,46mMSac+87,64mM Man; AG11-> 175,28mM
Sac + 87,64mM Man; AG12-> 219,10mM Sac + 87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.
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O etileno ¢ um hormdnio gasoso, cujo aumento estd associado a perda de clorofilas e
ao desaparecimento gradual da cor, que sdo aspectos caracteristicos da senescéncia de folhas
(ALVARENGA et al., 2012) culminando no processo de abscisdao foliar, visto que o etileno
enfraquece as células a tal ponto, que o peso da folha ¢ suficiente para romper sua ligagcdo
com o caule, assim a folha se destaca e cai (DANTAS, 2012). Segundo Canto et al. (2009), a
condicdo de senescéncia ¢ indesejavel in vitro, principalmente quando se objetiva a
conservagao de germoplasma, porque envolve a realizacdo de um novo subcultivo, para que a

planta possa recuperar seu vigor e nao tenha sua capacidade de regeneracdo comprometida.
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Figura 4: Numero de folidlulos senescentes de plantas de C. pyramidalis, aos 240 dias, submetidas a diferentes
concentragdes do agente osmoticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man). AG1—=> 87,64mM
Sac; AG2-> 131,46mM Sac; AG3>175,28mM Sac; AG4->219,10mM Sac; AG5> 87,64mM Sac+
87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSact+87,64mM Sorb; AG7-> 17528mM Sac + 87,64mM
Sorb;AG8—> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb; AG9>87,64mM Sac + 87,64mM Man; AGI10->
131,46mMSac+87,64mM Man; AG11-> 175,28mM Sac + 87,64mM Man; AG12-> 219,10mM Sac +
87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.

Ao analisar a variavel comprimento da maior raiz, também foi constatada uma redugao
nos valores médios da mesma, com o aumento da concentragdo total dos carboidratos no meio
de cultura, de forma que as menores médias (44,5; 57,0 e 51,0mm) foram averiguadas nos
tratamentos AG7 (175,28mM Sac + 87,64mM Sorb), AG11 (175,28mM Sac + 87,64mM
Man) e AG12 (219,10mM Sac + 87,64mM Man), respectivamente (Figura 5). A diminuicao

no comprimento da maior raiz de C. pyramidalis em funcao da redugdo do potencial osmético
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do meio de cultura, corrobora os resultados obtidos por Lédo et al. (2007) em plantas de C.
nucifera conservadas in vitro com a utilizacdo de concentracdes maiores de manitol (300 e
400mM). Entretanto, os mesmos autores relataram que nestas concentragdes foi observada a
necrose das culturas com redugdo na sobrevivéncia das plantulas, comportamento que

também foi verificado em C. pyramidalis (Figura 1).
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Figura S: Comprimento da maior raiz de plantas de C. pyramidalis, aos 240 dias, submetidas a diferentes
concentragdes do agente osmoticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man). AG1->
87,64mM Sac; AG2-> 131,46mM Sac; AG3->175,28mM Sac; AG4->219,10mM Sac; AG5>
87,64mM Sact 87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSac+87,64mM Sorb; AG7—> 175,28mM Sac +
87,64mM Sorb;AG8—> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb; AG9>87,64mM Sac + 87,64mM Man,;
AG10~> 131,46mMSac+87,64mM Man; AGl1> 17528mM Sac + 87,64mM Man; AGI12->
219,10mM Sac + 87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.

Para matéria fresca da parte aérea registrou-se os menores valores médios (188,8;
197,5 e 203,3mg) nos tratamentos AG7, AG10 e AG12, respectivamente (Figura 6A). J& para
a matéria seca da parte aérea observou-se a menor média (73,3mg) no tratamento AG10
(Figura 6B) . Ao avaliar a matéria fresca das raizes foi constatada a menor média (111,0mg)
no tratamento AG12 (Figura 7A). Comportamento similar foi encontrado para matéria seca
das raizes, cuja menor média (39,2mg) também foi obtida no tratamento AGI12, seguida do
tratamento AG4 no qual obteve-se o valor médio de 43,8mg (Figura 7B).

O valor da matéria fresca ¢ uma variavel que expressa o crescimento € a conservacao

das plantas in vitro, j4 que, as mesmas com maior crescimento apresentam geralmente,
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valores de matéria fresca superiores ao das menores, sendo que, a partir dessa variavel, pode-
se associar menores valores de matéria fresca a um maior patamar de conservacdo da cultura
in vitro, ao passo que, maiores valores de matéria fresca indicam menor conservagdo da
cultura (AMARAL, 2005). Caracteristica essa que, também pode ser associada ao material
seco, visto que este representa ainda o crescimento real da cultura pelo fato de apresentar
apenas o que foi absorvido de nutrientes pelas plantas, sem a presenca de agua.

O decréscimo no peso fresco e seco da parte aérea e das raizes de C. pyramidalis em
funcdo da reducdo do potencial osmoético do meio de cultura, pode ser explicado
possivelmente, pela caracteristica que os agentes osmoticos possuem de reduzir o potencial
hidrico do sistema quando adicionados ao meio de cultura, provocando um estresse osmotico
que inibe a absorcdo de agua e nutrientes do meio, induzindo a uma desaceleracdo no
crescimento do cultivo (FORTES; PEREIRA, 2001; LEDO et al., 2007). No entanto, o
aumento da concentracdo de carboidratos no meio de cultura ndo ¢ indicado para a
conservagdo in vitro de C. pyramidalis, visto que diminuiu o vigor das plantas (Figura 2). A
condigdo in vitro por si s, ja ¢ uma situagao estressante para a planta, dessa forma o uso de
reguladores osmoticos tem provocado, em varias culturas, drastica redugdo na viabilidade dos
explantes, além de estarem relacionados com incidéncia de instabilidade genética no material
micropropagado (AMARAL, 2005).

O meio de cultivo mais indicado para os propdsitos da conservacdo in vitro € o que
proporciona a reducao ou paralisagdo do crescimento das plantas, o que aumenta o intervalo
entre os subcultivos e, a0 mesmo tempo promove maior sobrevivéncia, possibilitando a
regeneragdo e multiplicagdo posterior (ALVES, 2008). Verificou-se que o tratamento AG4,
justamente o tratamento que continha a maior concentracdo de sacarose isolada (219,10mM),
foi o que melhor se comportou para os fins objetivados durante o periodo em que foi mantido

em conservagao in vitro.
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Figura 6: Matéria fresca (A) e seca (B) da parte aérea de plantas de C. pyramidalis, aos 240 dias, submetidas a
diferentes concentragdes do agente osmoticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man). AG1>
87,64mM Sac; AG2-> 131,46mM Sac; AG3->175,28mM Sac; AG4->219,10mM Sac; AG5>
87,64mM Sac+ 87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSac+87,64mM Sorb; AG7-> 175,28mM Sac +
87,64mM Sorb;AG8-> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb; AG9>87,64mM Sac + 87,64mM Man;
AG10> 131,46mMSac+87,64mM Man; AGI11-> 17528mM Sac + 87,64mM Man; AGI2->
219,10mM Sac + 87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.
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Figura 7: Matéria fresca (A) e seca (B) das raizes de plantas de C. pyramidalis, aos 240 dias, submetidas a
diferentes concentragdes do agente osmoticos sacarose (Sac), sorbitol (Sorb) e manitol (Man). AG1>
87,64mM Sac; AG2-> 131,46mM Sac; AG3->175,28mM Sac; AG4->219,10mM Sac; AG5>
87,64mM Sac+ 87,64mM Sorb; AG6—> 131,46mMSac+87,64mM Sorb; AG7-> 175,28mM Sac +
87,64mM Sorb;AG8-> 219,10mM Sac + 87,64mM Sorb; AG9>87,64mM Sac + 87,64mM Man;
AG10-> 131,46mM Sact+87,64mM Man; AGl11-> 17528mM Sac + 87,64mM Man; AGI2->
219,10mM Sac + 87,64mM Man. Feira de Santana, BA. 2012.
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2.3.2 Efeito do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ) na conservacao in vitro de

C. pyramidalis

A andlise de variancia revelou que a interagdo “tempo de cultivo x concentragdo de
PBZ” apresentou efeito altamente significativo (p<0,01) para a porcentagem de sobrevivéncia

das plantas de C. pyramidalis (Tabela 4).

Tabela 4: Resumo da analise de varidncia para porcentagem de sobrevivéncia em fungdo de diferentes
concentragdes do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ) ao longo do tempo (240 dias) de C.
pyramidalis. Feira de Santana, BA. 2012.

FV GL Quadrados médios
PBZ 4 0,07%*
Tempo 3 4,62%*
Tempo x PBZ 12 0,08%*
Residuo 100 0,01

CV (%) 8,91

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. Dados transformados em arco-seno +/Tf.

Ao analisar as demais varidveis, observou-se efeito altamente significativo (p<0,01) das
concentragdes de PBZ para matéria fresca da parte aérea, matéria fresca e seca das raizes e,
efeito significativo (p<0,05) para nimero de folhas verdes e matéria seca da parte aérea

(Tabela 5).

Tabela 5: Resumo da andlise de variancia para nimero de folhas verdes (NFV), comprimento da parte aérea
(CPA), numero de folidlulos senescentes (NFS), comprimento da maior raiz (CR), matéria fresca da
parte aérea (MFPA), matéria fresca das raizes (MFR), matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria
seca das raizes (MSR) de plantas de C. pyramidalis aos 240 dias, submetidas a diferentes
concentragdes do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ). Feira de Santana, BA. 2012.

FV GL Quadrados médios

NFV  CPA NFS CR MFPA MFR MSPA MSR
PBZ 4 2,9%  79,6™ 65,7° 339,9™ 24214,1*%*  275898,9**  7453%  129772%*
Residuo 25 0,9 1759 101,3 4113 2973,1 14029,1 2472 559,3
CV (%) 26,0 12,3 24,9 23,4 17,5 20,2 13,8 17,9

*Hk ok ¢ ™ gjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade, significativo ao nivel de 5% de probabilidade e néo significativo,
respectivamente.

Ao analisar a taxa de sobrevivéncia bimestral, foi constatada uma tendéncia linear
decrescente (p<0,01) na auséncia e na presenca das concentragdes 3,0 e 6,0uM de PBZ e
comportamento quadratico (p<0,01) nas concentracdes 1,5 e 4,5uM de PBZ. Ao final de 240

dias, a maior taxa de sobrevivéncia (75,63%) foi obtida quando o meio de cultura foi
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suplementado com a maior concentragdo testada de PBZ (6uM) (Figura 8). Entretanto, as
plantas obtidas no tratamento controle (isento de PBZ) apresentaram porcentagem (68,06%)
de sobrevivéncia, superior as observadas nas demais concentragdes de PBZ testadas (Figura
8). De acordo com Silva et al. (2003), o PBZ ¢ um composto ativo que alcanca os meristemas
subapicais da planta, inibindo a oxida¢do do kaureno para &acido kaurendico, o qual ¢
precursor do acido giberélico, resultando na diminui¢do da divisdo celular sem ocasionar
citotoxidade. Caracteristicas essas que podem influenciar de forma direta na sobrevivéncia
das plantas ao longo do tempo, visto que essa reducdo na divisdo celular pode acarretar na
reducdo do metabolismo vegetal. No entanto, as concentragdes ideais de PBZ variam bastante

para cada espécie vegetal.

y(#)=-0,1686x+112,85 R?=89%**
()= -0,0028x>+0,6395x + 69,915 R*=94%**
y( A)=-0,1889x+116,9 R?=84%**
y( %)=-0,0025x7+0,5223+76,34 R*=97%**
120 - y(#)=-0,1373x+112,19 R?=86%**
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Figura 8: Porcentagem de sobrevivéncia ao longo do tempo de C. pyramidalis, obtidas a partir de diferentes
concentragdes do retardante de crescimento PBZ ( #0,0; W 1,5; 4 3,0; = 45e ¥ 6,0uM de
PBZ) Feira de Santana, BA. 2012.

Para ntimero de folhas verdes, a andlise de regressdo mostrou comportamento
quadréatico, sendo a maior média (4,40) registrada na utilizacdo de 4,5uM de PBZ. A menor

média (2,61) para esta variavel, foi obtida quando o meio de cultura estava isento de PBZ, o
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que resultou numa redugdo de 68,58% se comparado ao melhor resultado encontrado com a
utilizagdo do retardante de crescimento (Figura 9). Esse resultado discorda de Canto et al.
(2004) em culturas de Ananas comosus, na qual foi observado maior numero de folhas verdes
na auséncia de PBZ. Ja Siqueira et al. (2008), ndo observaram alteragdes no niumero médio de

folhas de Citrus volkameriana com a utilizacao de PBZ.
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Figura 9: Numero de folhas verdes de C. pyramidalis, aos 240 dias, submetidas a diferentes concentragdes do
retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ). Feira de Santana, BA. 2012.

O namero de folhas verdes ¢ uma variavel de suma importincia em trabalhos de
conservagdo in vitro por longos periodos, pois com o passar do tempo, as plantas tendem a
iniciar o estadio de senescéncia, que podem possuir inumeras causas, estando entre elas o
acumulo de etileno ou mesmo a falta de nutrientes causados pela propria exaustao do meio de
cultura, que pode culminar na morte da planta. A utilizacio do PBZ em trabalhos de
conservagdo pode influenciar de forma direta na colora¢do das folhas, pois de acordo com
Togumpai et al. (1991), as plantas que sao tratadas com PBZ, possuem tonalidade de suas
folhas verde-escura e com maior contetido de clorofila. No entanto o efeito do paclobutrazol ¢
variavel, ndo s6 em funcdo da concentracdo aplicada, mas também em funcao da espécie ou

variedade (SIQUEIRA et al., 2008).
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Foi constatado efeito quadratico descendente das concentracdes de PBZ para as
variaveis matéria fresca (p<0,01) e seca (p<0,05) da parte aérea. Sendo que, as maiores
médias (403,85 e 131,35mg, respectivamente) foram obtidas na auséncia de PBZ (Figura 10A
e B). A redugdo do peso fresco e seco da parte aérea de C. pyramidalis observado em resposta
aos tratamentos contendo PBZ, pode ser explicado com base na agdo deste inibidor hormonal,
pois o paclobutrazol é um triazél que bloqueia a biossintese de GA; (Acido giberélico), que
sdo os grupos de hormodnios que mais influenciam no crescimento e altura da planta (SILVA,
2008), refletindo de forma direta no peso destas, visto que as plantas com menor tamanho
tendem a ter menor peso se comparadas com plantas maiores.

Em trabalhos de crescimento minimo in vitro, a redu¢do do peso fresco e seco das
plantas ¢ muito importante, pois através dessas variaveis pode-se avaliar o crescimento das
culturas, principalmente do peso seco, no qual ¢ possivel saber o ganho de matéria na forma
de esqueletos de carbono. Nepomuceno et al. (2007) também constataram reducdo no peso
seco da parte aérea de plantas de Anadenanthera colubrina tratadas com a maior
concentracdo de PBZ testada (13,6 uM), na qual verificou-se uma redugdo de 32,9% quando
comparado ao tratamento controle.

Ao analisar a matéria fresca das raizes constatou-se efeito linear crescente (p<0,01)
das concentragdes de PBZ sob esta variavel (Figura 11A), ja para a matéria seca das raizes, o
efeito foi quadratico (p<0,01) (Figura 11B). Observou-se aumento significativo do peso
fresco e seco das raizes tratadas com PBZ em relacdo ao tratamento isento do mesmo (Figura
10A e B), sendo que as raizes oriundas dos tratamentos contendo PBZ, independente da
concentragdo testada, apresentaram-se visivelmente mais grossas (Figura 12). Comportamento
semelhante foi obtido em Lilium longiflorum e A. colubrina (THAKUR et al., 2006;
NEPOMUCENO et al., 2007), onde também foram constatados o engrossamento das raizes de
plantas tratadas com PBZ. Segundo Nepomuceno et al. (2007), esse aspecto de engrossamento
das raizes pode ser benéfico na etapa de aclimatizacdo, pois raizes mais vigorosas tendem a
facilitar maior pegamento das mudas.

A maior média observada (775,63mg) para matéria fresca das raizes foi constatada na
concentracdo mais alta testada de PBZ (6uM), representando um ganho de 237,11% de massa
fresca em relag@o ao controle, cujo peso fresco observado foi de 230,08mg (Figura 11A). Para
matéria seca das raizes registrou-se a maior média (158,77mg) também na presenca de 6uM
de PBZ, tendo um incremento de 210,95% em relagdo aos 51,06mg obtidos no tratamento

isento de paclobutrazol (Figura 11B).
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Figura 10: Matéria fresca (A) e seca (B) da parte aérea de C. pyramidalis, aos 240 dias submetidas a diferentes
concentragdes do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ). Feira de Santana, BA. 2012.

O comportamento observado para C. pyramidalis pode ser explicado pelo fato de que
a utilizagdo do PBZ possui como consequéncia morfologica direta, a redugdo do crescimento

vegetativo, no entanto os efeitos secundarios refletem na alteracdo da forca-dreno dentro da
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planta, ocorrendo como consequéncia, maior particdo de assimilados, o que provavelmente

pode ter contribuido
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para um maior ganho no sistema radicular (SELEGUINE, 2007).
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Figura 11: Matéria fresca (A) e seca (B) das raizes de C. pyramidalis, aos 240 dias submetidas a diferentes
concentragdes do retardante de crescimento paclobutrazol (PBZ). Feira de Santana, BA. 2012.
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Figura 12: Aspecto das raizes das plantas vivas de C. pyramidalis Tul. aos 240 dias submetidas a diferentes
concentragdes de paclobutrazol (PBZ). A- 0,0; B- 1,5; C- 6,0uM de PBZ. Feira de Santana, BA.
2012.

CONCLUSAO

O sorbitol e o manitol ndo se mostraram efetivo para a conservacao in vitro da
catingueira. Pode-se conservar plantas de catingueira por até 240 dias na presenca de
219,10mM de sacarose.

A adicdo de PBZ no meio de cultura WPM favoreceu o maior engrossamento das
raizes independente da concentracdo testada, sendo possivel a conservacdo in vitro com a

utilizagao de 6,0uM de PBZ por um periodo de até 240 dias.
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CONCLUSAO GERAL

O segmento nodal apresentou-se como o melhor explante na auséncia de reguladores
de crescimento vegetal, sendo que a presenca dos mesmos no meio de cultura, nas
concentragdes testadas, inibiu a formagdo de brotos em segmentos nodais, uma vez que
apenas o explante segmento cotiledonar demonstrou competéncia organogénica na presenca
de 2uM de cinetina.

O sorbitol e o manitol ndo se mostraram efetivo para a conservacao in vitro da
catingueira. Pode-se conservar plantas de catingueira por até 240 dias na presenga de 219,10
mM de sacarose.

A adicao de PBZ no meio de cultura WPM favoreceu o maior engrossamento das
raizes independente da concentragdo testada. Sendo possivel a conservagdo in vitro com a
utiliza¢do de 6,0uM de PBZ por um periodo de até 240 dias.

Com a realizagdo desse estudo ndo foi observada uma taxa de multiplicagdo
satisfatoria para a catingueira. Dessa forma sugere-se a realizagao de novos estudos a fim de

se obter um maior numero de brotos por explante.



