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RESUMO

Amburana cearensis (imburana-de-cheiro, camuru), familia Fabaceae—
Papiolionoideae, € uma espécie arbérea que ocorre naturalmente na Caatinga.
Esta espécie é bastante explorada devido as propriedades medicinais do seu
caule e sementes, como também por sua utilizacdo madeireira. A exploracao
extrativista de A. cearensis levou esta espécie para a lista de plantas em extincao.
Neste contexto, a cultura de tecidos é uma ferramenta importante para a
preservacdo e multiplicacdo de espécies nativas, pois possibilita a producéo de
um grande numero de plantas a partir de um Unico individuo. O objetivo deste
trabalho foi estabelecer metodologias para multiplicacdo in vitro de A. cearensis.
Foram avaliados a influéncia de diferentes reguladores de crescimento (ANA,
BAP e TDZ) sobre a morfogénese in vitro em diferentes tipos de explante (foliolo,
segmento nodal, segmento internodal, gema apical e segmento cotiledonar). Na
etapa do enraizamento foram testadas diferentes concentra¢cdes do regulador de
crescimento AIB, na presenca e auséncia de 1g/L de carvdo ativado. O meio de
cultura utilizado em todos os experimentos foi o WPM acrescido de 30g/L
sacarose e 7g/L de Agar e o pH ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem. O
segmento cotiledonar foi considerado o melhor explante para a etapa da
multiplicacdo. Dos reguladores de crescimento testados, o BAP na concentracdo
4,44uM foi o que promoveu o0 maior numero de brotos (2,36). Os explantes foliolo
e segmento internodal ndo apresentaram capacidade organogénica. Os brotos
enraizaram melhor na auséncia de carvao ativado. O maior numero de raiz foi
observado em meio suplementado com 10 uM de AIB. A taxa de sobrevivéncia
das mudas na aclimatizacéo foi de 40%.

Palavras—chave: Imburana-de-cheiro; cultura de tecidos; organogénese; citocininas;

enraizamento.



ABSTARCT

Amburana cearensis (imburana-de-cheiro, camuru), belonging to the family
Fabaceae-Papiolionoideae is a naturally occurring tree species in Caatinga. It is
under threat due to over exploitation of its valuable timber and the medicinal use of
its stem and seeds. The exploitation of extractive A. cearensis led this species to
the list of endangered plants. In this context, the plant tissue culture is an
important tool for conservation and propagation of native species, it enables the
production of a large number of plants from a single individual. The objective the
present work was to establish for in vitro protocol to multiplication of A. cearensis.
It were evaluated the influence of different plant growth regulators (NAA, BAP and
TDZ) on in vitro morphogenesis and different types of explants (leaflet, nodal
segment, internodal segment, apical bud and cotyledonary segment). In the
rooting stage were tested different concentrations of growth regulator IBA in the
presence and absence of 1 g / L activated charcoal. The culture medium used in
all experiments was the WPM supplied with 30g / L sucrose and 7g / L agar and
pH adjusted to 5.7 £ 0.1 before autoclaving. The segment cotyledonary explant
was considered the best for the stage of multiplication. Of the growth regulators
tested, in the BAP concentration was 4.44 uM which gave the highest number of
shoots (2.36). The explants leaflet and internodal segment showed no
organogenic capacity. The rooted shoots better in the absence of activated
charcoal. The highest number of roots was observed in medium supplemented
with 10 uM of IBA. The survival rate of seedlings in acclimatization was 40%.

Keywords: Imburana-de-cheiro, plant tissue culture, organogenesis, cytokinins,
rooting.
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1 INTRODUCAO

A degradacdo ambiental do Semiarido é o resultado de centenas de anos
da utilizacdo dos recursos naturais de forma inadequada e descontrolada. A ma
utilizacdo desses recursos esté associada a falta de conhecimento cientifico sobre
a caracterizacao e funcionamento da biota desse ecossistema (QUEIROZ et al.,
2006). O Semiarido reune informacdes vegetacionais complexas referentes a
Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga (GIULIETTI et al., 2004).

A vegetacdo da Caatinga € constituida, especialmente, de espécies
lenhosas e herbaceas e a familia que possui maior representatividade neste
bioma € a Leguminoseae, com cerca de 278 espécies, que corresponde a 18,4%
do total de espécies descritas para essa regido (QUEIROZ et al., 2006). Dentre as
espécies das leguminosas, Amburana cearensis (Allemao) A. C. Smith, conhecida
popularmente como imburana de cheiro, cumaru e amburana de cheiro, possui
ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo no Norte, Nordeste e Centro-Oeste (MAIA,
2006; LEAL, 2006).

Esta espécie destaca-se devido a sua multiplicidade de usos, tais como
forrageiro, alimentar, madeireiro, medicinal e cultural. Apresenta elevado valor
comercial, devido as qualidades de sua madeira, € seu uso como planta
medicinal, sendo explorada de forma extrativista, 0 que ocasionou sua insercao
na lista de espécies consideradas em extingdo. Outro problema relacionado com
seu extrativismo € a coleta desordenada das sementes para fins comerciais,
contribuindo para a reducao significativa das populacfes, uma vez que impede a
propagacéao natural da espécie, a qual é feita principalmente por sementes. Este é
o principal fato que colabora para o processo de extingdo da amburana
(CARVALHO, 1994; HILTON-TAYLOR, 2000; IUCN, 2005; LEITE, 2005; MAIA,
2006; MMA, 2008). Dessa forma, considerando-se sua importancia econdmica e
ecologica devem-se priorizar acdes relativas a sua conservacao in vitro e in situ o
gue acarreta na necessidade de determinar técnicas alternativas de propagacao e
conservagao da A. cearensis.

Dentre essas técnicas encontra-se a cultura de tecidos vegetais que pode
ser utilizada para a conservacdo e multiplicagdo de espécies que apresentam

dificuldades na reproducdo, baixa taxa de germinacgdo, além das espécies com



interesse comercial e que sdo exploradas de forma irracional (SABA et al., 2002;
CARVALHO et al., 2005; RAJESWARI; PALIWAL, 2006; ZHU et al. 2007). De
maneira simplificada, pode-se dizer que este ramo da biotecnologia compreende
um conjunto de técnicas em que pequenos fragmentos de tecido vivo
denominados explantes s&o isolados de um organismo e cultivados
assepticamente, em meio de cultura apropriado e incubado em condi¢bes
ambientais controladas (AMARAL; SILVA, 2003; SANTANA et al., 2006).

A aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos, no que se refere ao
potencial para a agricultura, € a micropropagacdo ou propagacao in vitro. Esta
técnica consiste na multiplicacdo e producdo de novas plantas a partir de um
anico individuo e pode servir como estratégia para a conservacao de espécies
nativas ameacadas e para estabelecer matrizes para a producdo de sementes,
bem como para a producdo de mudas em larga escala (ROUT, 2005; ROCHA et
al., 2007; GUO; LIU, 2007; PRATHANTURARUG et al.,2007). Uma via de
regeneracdo muito utilizada em cultura de tecidos de plantas lenhosas é a
organogénese direta, pois possibilita a obtengéo de individuos com caracteristicas
comerciais desejaveis em um periodo relativamente curto de tempo e com uma
alta taxa de multiplicacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES, 2002;
SCHOENE; YEAGER, 2005).

Neste contexto, a micropropagacdo além de possibilitar a rapida
propagacdo de uma espécie, da suporte a outras técnicas de biotecnologia
vegetal, disponibilizando conhecimentos cientificos que possam direcionar o
manejo das espécies da Caatinga, bioma que € exclusivamente brasileiro e exibe
sérios problemas de conservacédo (ALBUQUERQUE, 2005).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo para
micropropagacdo de plantas de A. cearensis através da inducdo de brotos

adventicios em explantes derivados de plantulas estabelecidas in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caatinga

O Semiarido abrange uma é&rea extensa da regido do Nordeste do Brasil,
com aproximadamente 900.000km?, e uma ampla diversidade fisiondmica e
floristica, decorrentes da significativa variacdo de solos, clima e relevo (QUEIROZ
et al., 2006). Esta regidao reune informacfes vegetacionais pertencentes a Mata
Atlantica, Cerrado e Caatinga (GIULIETTI et al., 2004). Ocupando quase 11% do
territério nacional, cerca de 800 mil Km?, a Caatinga é o principal ecossistema da
Regido Nordeste (Figura 1). Abrange os estados do Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, sul e leste do Piaui e norte de
Minas Gerais (WWF, 2009; IBAMA, 2009).

No idioma tupi, Caatinga significa Mata Branca, uma analogia a vegetacao
sem folhas e aos troncos esbranquicados e brilhantes que predominam nesse
bioma ecossistema durante a época de seca (PRADO, 2003). Este bioma
apresenta clima semiarido, solo raso e pedregoso, indices pluviométricos que
variam de 300 a 800 milimetros/ano e altas temperaturas (médias entre 25 e 29°
C). Entretanto, o aspecto agressivo da vegetacdo contrasta com o colorido
diversificado das flores emergentes no periodo de chuvas (WWF, 2009).

Cerca de 27 milhdes de brasileiros vivem hoje na regidao coberta pela
Caatinga. Essa ocupacdo vem desde os tempos do Brasil-Col6nia, quando
iniciou-se a exploracdo extrativista dos recursos naturais desse bioma. Segundo
estimativas, aproximadamente 70% da éarea da Caatinga jA se encontram
alterados por acdo antrépica e apenas 0,28% de sua area encontra-se protegida
em unidades e parques de conservacao (WWF, 2009; IBAMA, 2009).

A Caatinga € o Unico ecossistema exclusivamente brasileiro composto por
um mosaico de florestas sazonalmente secas e arbustos espinhosos (SILVA;
TABARELLI, 2003; LEAL et al., 2005). No passado, a biota da Caatinga foi
interpretada como pobre, com poucas espécies endémicas e, portanto, de baixa
prioridade para conservagdo. No entanto, a descricdo recente de inumeras

espécies de animais e plantas endémicas para a regido, indica que o



conhecimento zoologico e botanico da mesma era bastante precério
(CASTELLETTI et al., 2004).

Figura 1. Mapa dos biomas brasileiros. Fonte: IBGE, 2009. Feira de Santana, 2009.

A vegetacdo da Caatinga, embora tenha sido considerada degradada,
apresenta flora relativamente rica, pouco conhecida e com endemismos e esta
representada por mais de 1500 espécies (GIULIETTI et al., 2004; QUEIROZ et al.,
2006). Por isso, pode-se dizer que este € um bioma rico em recursos genéticos,
além do fato de suas espécies apresentarem caracteristicas fisiolégicas que
refletem adaptacdes complexas e peculiares as condicbes ambientais Unicas
(TROVAO et al., 2007).



Essa desvalorizagdo do conhecimento boténico da Caatinga € decorrente
da crenca injustificada de que esse bioma seria o resultado de modificacdes de
outras formacdes vegetacionais, bem como da antropizacdo desse bioma e de o
julgarem com baixa diversidade vegetal e sem espécies endémicas (GIULIETTI et
al., 2004). Contudo, mesmo estando significativamente alterada, a Caatinga
apresenta uma grande variedade de tipos vegetacionais, com elevado numero de
espécies e também remanescentes de vegetacdo ainda bem preservada, que
incluem um numero expressivo de taxons raros e endémicos (GIULIETTI et al.,
2004; MMA, 2008).

A flora nativa desta regido tem importancia indiscutivel, devido a sua
multiplicidade de usos, tais como energético, forrageiro, alimentar, medicinal,
madeireiro e artesanal, assim como, para o equilibrio ecoldgico. A exploracao
essencialmente extrativista exercida neste ecossistema, tem relagéo direta com o
grau de utilidade das espécies, que resulta em problemas graves para as mais
procuradas. Logo, é indispensavel a realizacdo de estudos basicos sobre as
espécies que compbem este complexo vegetacional, de modo a ampliar o
conhecimento sobre as mesmas (FELIX, 2007) com o propdsito de estabelecer

estratégias de conservacao.

2.2 Familia Fabaceae

A familia com maior representatividade na Caatinga € a Fabaceae
(Leguminoseae), com cerca de 278 espécies, correspondendo a 18,4% do total
de descritas para essa regido. Os representantes da familia Fabaceae
caracterizam-se por habitos variados desde ervas até subarbustos, arbustos,
arvores ou lianas e estdo presentes em diferentes formacdes vegetacionais
(ANDRADE, 2008). De ampla distribuicdo no mundo, compreende cerca de 900
géneros e 19.000 espécies e € subdividida em trés subfamilias: Caesalpinoideae,
Mimosoideae e Papiolionoideae ou Faboideae (QUEIROZ et al., 2006).

Faboideae, com cerca de 400 géneros, é a subfamilia com maior
representatividade (JOLY, 1998) e, por isso, € mais amplamente distribuida,
ocorrendo desde florestas Umidas até desertos secos e frios (ANDRADE, 2008).

Os seus representantes ocorrem preferencialmente em regides temperadas, onde



se encontram a maioria das espécies herbaceas e em regides tropicais, onde as

plantas lenhosas sdo mais bem representadas (BARROSO, 1991).

2.3 Ocorréncia e distribuicdo da A. cearensis

A. cearensis, subfamilia Faboideae € conhecida popularmente no Brasil
como amburana-de-cheiro, agelim, baru, cerejera-rajada, cumaru, cumaru-das-
caatingas, cumaru-de-cheiro, camuru-do-cearda, cumaré cabocla, cerejeira,
imburana, imburana-de-cheiro e umburana (CARVALHO, 1994; LORENZI;
MATOS, 2002; MAIA, 2006; LORENZI; MATOS, 2008). Na Argentina é conhecida
como roble criollo, na Bolivia, tumi, no Paraguai, palo trébol e, no Peru, ishpingo
(MAIA, 2006).

A ocorréncia dessa espécie abrange o norte da Argentina, Nordeste do
Paraguai, Sul da Bolivia e Nordeste do Peru (CARVALHO, 1994; SALIS;
CRISPIM, 2006; MAIA 2006). No Brasil, apresenta ampla distribuicdo e ocorre
desde o Norte, Nordeste e Centro-Oeste, mais especificamente na Caatinga, até
a floresta pluvial do Vale do Rio Doce e também em afloramentos calcéreos e
matas deciduas do Sudeste do Brasil. No sudeste da regido Amazénica, ocorre
uma espécie com caracteristicas muito préximas - Amburana acreana (Ducke)
(LORENZI; MATOS, 2002; IPEF, 2009).

A. cearensis é considerada uma espécie pioneira, comum na vegetacao
secundaria e apresenta certa plasticidade quanto aos solos. Prefere os solos
franco e argilo-arenosos e profundos nas meias encostas da Caatinga, embora
apresente comportamento satisfatério em solos férteis, bem como drenados e
com textura argilosa (CARVALHO, 1994; MAIA, 2006).

Contudo, A. cearensis raramente forma populacdes densas em ambientes
florestais, sendo encontrada normalmente compondo a vegetacédo de fazendas.
Além disso, parece existir uma variabilidade genética na espécie, embora néo

tenha sido ainda definido em que pontos ocorrem tais diferencas (LEITE, 2005).



2.4 Descrigédo Botanica da Amburana cearensis

A. cearensis apresenta-se como uma arvore frondosa, podendo atingir até
20 m de altura (Figura 2). O suber do caule dessa espécie € liso, variando do
amarelo-avermelhado ou vermelho-pardacento, soltando laminas finas irregulares,
ritidoma esfoliativo que se desprende em finas laminas delgadas. Internamente a
casca a4 amarelada, fibrosa, com aspecto gorduroso, de gosto amargo e forte odor
de cumarina (CUNHA; FERREIRA, 2003; RAMOS et al., 2004; LEAL, 2006; MAIA,
2006; CANUTO; SILVEIRA, 2006 LORENZI; MATQOS, 2008).

Suas folhas sdo compostas pinadas com foliolos pequenos, ovados e com
apice ndo agudo. As flores sdo branco—amareladas, muito aromaticas e formam
racimos. O fruto € uma vagem de deiscéncia longitudinal, achatada, escura por
fora, amarela e lisa por dentro contendo uma semente (MAIA, 2006; LEAL, 2006;
LORENZI; MATOS; 2008). A semente é achatada, rugosa, preta, alada e exala
forte cheiro de cumarina e de sabor amargo e picante (RAMOS et al., 2004; MAIA,
2006).

A raiz da planta jovem desenvolve um tubérculo carnoso e vermelho onde
provavelmente armazena agua para sobreviver as adversidades do clima da
Caatinga (CUNHA; FERREIRA, 2003; RAMOS et al., 2004; MAIA, 2006). Essa
adaptacado fisiolégica possibilita o entendimento de como espécies vegetais
conseguem se estabelecer em ambientes muitas vezes considerados como

inGspitos e inviaveis a sobrevivéncia (TROVAO et al., 2007).

2.5 Propriedades da A. cearensis

A. cearensis apresenta elevado valor comercial devido a excelente
qualidade de sua madeira, denominada cerejeira, que € explorada de forma
extrativista. E muito utilizada na marcenaria em geral, na confeccdo de portas,
janelas, caixotaria, taboados, balcbes, esculturas e, especialmente moveis, por
ser refrataria ao ataque de insetos e ter reconhecida durabilidade (CUNHA,;
FERREIRA, 2003; RAMOS et al., 2004; MAIA, 2006; CANUTO; SILVEIRA, 2006).
Além disso, extratos em p6é da madeira, tem potencial aplicagdo como agente de

envelhecimento em aguardentes (AQUINO et al., 2005).



Figura 2. Espécie em estudo. Exemplar de A. cearensis (A e B); Detalhe do caule (C e F); Ramo

com flores (D); Sementes (E); Fruto tipo vagem (G); Detalhe da flor (H). Fonte: Lorenzi;
Matos, 2008 (A, D, G e H); autora (C, E e F). Feira de Santana,2009.



Além da utilizacdo de sua madeira em movelaria fina, esculturas e
marcenaria em geral, as sementes e a casca da arvore apresentam propriedades
medicinais (CUNHA; FERREIRA, 2003; RAMOS et al., 2004; MAIA, 2006). Existe
ainda, uma importancia cultural, pois, € bastante antiga a inclusdo desta planta na
cultura indigena e habitantes do nordeste (MAIA, 2006).

indios kariri-shoko e shoko, mastigam a casca para aliviar dores de cabeca
e tomam chas para cdlicas menstruais (MAIA, 2006). As sementes e a casca do
caule sdo amplamente utilizadas na medicina popular como antiespasmaodicos,
emenagogas, e para o tratamento de afec¢des pulmonares, coqueluche, doengas
reumaticas, sinusite, asma e gripe. O uso medicinal da casca e sementes pode
ser em forma de cozimento, xarope, maceragcdo, lambedor e como “rapé”
(aspiragéo) para descongestionar as vias nasais. (CUNHA; FERREIRA, 2003;
RAMOS et al., 2004; MAIA, 2006; CANUTO; SILVEIRA, 2006; MANO, 2006;
LEAL, 2006). As sementes servem como aromatizantes e repelentes de insetos
para roupas e estantes (CUNHA; FERREIRA, 2003; CANUTO; SILVEIRA, 2006).
Outras utilizacdes da planta podem ser na recuperacédo de solos e restauracdo de
areas degradadas, em sistemas agroflorestais, para forragem e como planta
ornamental (MAIA, 2006).

Na induastria existe disponivel o xarope de amburana-de-cheiro produzido
pelo Programa Farmacias Vivas, Farmacia-Escola/ UFC e por algumas empresas
privadas, em que o principal componente quimico € a cumarina (CANUTO;
SILVEIRA, 2006). A cumarina tem aplicacdo também na inddstria alimenticia, de
cigarros e de perfumes e na fabricacdo de sabdes e sabonetes (MAIA, 2006;
LEAL, 2006).

Além da cumarina, dados recentes da literatura, apontam para a existéncia
de outras substancias quimicas presentes na casca de A. cearensis. Negri et al.
(2004), por exemplo, isolaram e identificaram a partir de extratos da casca do
caule dessa espécie, além da cumarina, fenilpropandides, antraquinonas,
terpendides, esterdides e substancias alifaticas, todas com comprovada
importancia medicinal. Ja Canuto & Silveira (2006), isolaram 12 constituintes
guimicos do extrato etandlico da casca do caule dessa espécie. Dessas, a

cumarina e o isocampferidio demonstraram excelente atividade antiinflamatéria. O
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isocampferidio juntamente com o campferol, exibiram significativa atividade
citotdéxica in vitro, contra linhagens de células tumorais leucémicas humanas,
células cancerosas de mama, pele e colon. Além disso, extratos da casca do
caule de A. cearensis inibem a atividade da acetilcolinesterase, o que torna esta
planta forte candidata a um farmaco util no tratamento da doenca de Alzheimer
(TREVISAN; MACEDO, 2003).

Entretanto, o conhecimento popular sobre as propriedades das sementes
de amburana-de-cheiro leva muitas pessoas a coletarem as sementes para fins
comerciais, o que é observado principalmente em feiras livres. Esta coleta
continua das sementes contribui para a significativa reducdo de populacdes de
ocorréncia natural, pois impede a propagacdo natural da espécie, contribuindo
dessa maneira para o processo de extingao.

A importancia de A. cearensis € indiscutivel, devido a sua multiplicidade de
usos, tais como forrageiro, alimentar, madeireiro, medicinal e cultural. Entretanto,
esta espécie, sofre com a exploracao extrativista da sua madeira, uma vez que a
planta ndo rebrota depois de cortada (CARVALHO, 1994; MAIA, 2006), e com a
coleta indiscriminada de suas sementes. Além disso, € uma espécie que se
encontra na lista de espécies ameacadas de extincdo (HILTON-TAYLOR, 2000;
IUCN, 2005; LEITE, 2005; MMA, 2008). Esses aspectos aumentam a
necessidade de técnicas alternativas de propagacao (RAMOS et al., 2004; MAIA
2006). Portanto, em funcdo do seu valor econémico e ecolégico devem-se
priorizar acles relativas & conservagao in vitro e in situ desta espécie.

Dados sobre germinacgdo, constituintes quimicos, utilizacdo na medicina
popular de A. cearensis, sdo amplamente encontrados na literatura. Contudo, ndo
ha informacfes sobre trabalhos com multiplicacdo e regeneracao in vitro dessa
espécie. Por isso, estudos mais aprofundados sobre ecofisiologia, germinacéo e
propagacédo por vias alternativas, para o estabelecimento de protocolos que
permitam a utilizacdo de espécies nativas em programas de recuperacdo de
areas degredadas, bem como para plantios comerciais séo relevantes (CUNHA;
FERREIRA, 2003, RAMOS et al., 2004; MAIA, 2006).
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2.6 Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais envolve um conjunto de técnicas, em que
explantes (partes isoladas de uma planta, tais como células, tecidos, 6rgaos ou
protoplastos) sdo cultivados em condi¢cdes assépticas e controladas, por periodo
indeterminado, em meios nutritivos artificiais (OLIVEIRA, 2000; MROGINSKI et
al., 2004; CYSNE, 2006;). E uma abordagem biotecnoldgica que permite o
desenvolvimento de protocolos de laborat6rio para regenerar plantas intactas e
férteis e, desse modo, controlar o processo da morfogénese (GIRI et al., 2004).

O pilar da cultura de tecidos vegetais esta firmado no principio da
totipoténcia celular descrita por Haberlandt no inicio do século XX, que € a base
tedrica sobre as quais se sustentam todas as técnicas do cultivo in vitro
(BARRUETO CID, 2001). Assim, segundo o fenémeno da totipoténcia das células
somaticas vegetais, qualquer célula vegetal viva, possui informacdo genética
suficiente para produzir uma planta completa, com todas as caracteristicas e
funcdes organicas da planta original, desde que Ihe sejam propiciadas condi¢cdes
nutricionais e ambientais adequadas (TORRES et al., 1998; KERBAUY, 1999).

As células cultivadas in vitro podem manifestar sua totipoténcia seguindo
duas rotas alternativas: organogénese, que conduz a diferenciacdo dos
meristemas em Orgaos, e embriogénese somatica, que conduz o desenvolvimento
de embriGes a partir de células somaticas embriologicamente competentes in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES, 2002).

Os eventos organogénicos ocorrem mediante a desdiferenciacdo e
rediferenciacao celular, dependendo da retomada da atividade meristematica em
células maduras diferenciadas ou em um tecido calogénico desorganizado
(ALVES et al., 2004). Dessa forma, durante a organogénese in vitro, células e
tecidos vegetais passam por estadios de desenvolvimento distintos tais como
competéncia morfogenética, determinacdo do desenvolvimento apds aplicacao
exdgena dos reguladores vegetais, e diferenciagdo morfologica (HICKS, 1994).
No caso do explante jA possuir células meristematicas, ocorrera a organogénese
direta, apresentando alta fidelidade genética. Quando ha necessidade de
desdiferenciacdo do explante com a consequente formacdo de calo antes do

estabelecimento das células competentes, ocorrerd a organogénese indireta
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(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES, 2002). A via organogénica direta &
a mais recomendada para a micropropagacdao de plantas lenhosas como a
amburana, por originar plantas geneticamente mais estaveis (SORAES, 2007).

A propagacéo via organogénese tem sido apontada como uma alternativa
potencialmente viavel para a producdo de mudas, dado a possibilidade de se
obter por esse processo altas taxas de multiplicacdo a partir de um unico
individuo. O desenvolvimento de uma metodologia de propagacdo por
organogénese representa uma excelente ferramenta para trabalhos de
regeneracao de plantas manipuladas geneticamente (VANEGAS et al., 2002) e
para estudos do mecanismo regulatério do desenvolvimento das plantas (HICKS,
1994). Além disso, a possibilidade de variacdo somaclonal durante a
organogénese indireta pode ser apontada como uma vantagem quando se
pretende aumentar a base genética das espécies para utilizacdo em programas
de melhoramento (RIBAS et al., 2005).

As técnicas de cultura de tecidos vegetais tem prestado grandes
contribuicdes aos estudos de biologia basica (fisiologia, bioquimica, histologia),
embriogénese, genética e melhoramento, bem como na producéo de metabdlitos
de interesse e também na obtencdo de plantas resistentes a fatores adversos
como pragas e doencas (TORRES et al., 1998; OLIVEIRA, 2000; SOUZA et al.,
2006).

No decorrer dos ultimos anos houve um maior interesse nas técnicas de
cultura de tecidos. Estas sdo eficazes principalmente na propagacdo de varias
espécies, sendo, sobretudo importante para aguelas que se encontram em risco
de extingdo (OLIVEIRA, 2000; HUBNER et al., 2007).

A cultura de tecidos possui um papel importante na conservagao e
multiplicacdo de espécies nativas que estejam em vias de extincdo, bem como a
propagacdo comercial de plantas com importancia medicinal, como a amburana,
pois pode possibilitar a rapida multiplicacdo da espécie a partir de um unico
individuo, em qualquer época do ano, além de permitir maior controle sobre a
sanidade do material propagado (SABA et al., 2002; CARVALHO et al., 2005;
SANATOMBI; SHARMA, 2007; THAKUR; KARNOSY, 2007).
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2.7 Micropropagacéo

A propagacao vegetativa in vitro, também denominada micropropagacéao,
por causa do tamanho dos propagulos utilizados, tem grande impacto na cultura
de tecidos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Esta técnica foi desenvolvida ha
mais de 30 anos e viabiliza a clonagem de varias espécies, a partir de células,
orgaos ou pequenos fragmentos de uma planta matriz (SOUZA et al., 2006a).
Hoje, na cultura de tecidos, a micropropagacao é a tecnologia de maior destaque,
servindo de mecanismo de propagacdo eficiente e com aplicacdo pratica
reconhecida (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Limpeza clonal, melhoramento vegetal (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998), intercambio de germoplasma, langamento de novas cultivares (SOUZA et
al., 2006 a), obtencao de plantas com qualidade fitossanitaria e consequiente vigor
hibrido, bem como manutencéo e multiplicacdo de um elevado nimero de plantas
em periodos de tempo e espaco fisico reduzidos (SOUZA et al., 2006a;
SARTORETTO et al., 2008), sdo algumas das aplicagcbes praticas da
micropropagacao.

Nos ultimos anos, a micropropagacao tem sido utilizada por muitos autores
para propagar espécies de plantas medicinais (PINTO et al., 1994; SABA et al.,
2002; VENEGAS et al., 2002; NALAWADE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003;
NAIR; SEENI, 2003; MURCH et al., 2004; FEYISSA et al., 2005; BURDYN et al.,
2006; BUENDIA-GONZALEZ et al., 2007; HUBNER et al., 2007; BOPANA,;
SAXENA, 2008; HUSSAIN et al., 2008; PURKAYASTHA et al., 2008; JEONG et
al., 2009; AMOO et al., 2009), devido a exploracdo extrativista dessas espécies,
bem como dificuldades na propagacéo vegetativa (SABA et al., 2002; CORDEIRO
et al.,, 2002) e incrementada com o objetivo de constituir parametros para a
producdo de uma progénie uniforme (DODE et al., 2003) e plantas com identidade
geneética, caracterizacdo bioquimica e alta producdo de metabolitos de interesse
(MURCH et al., 2004).

O processo da micropropagacdo estd intimamente relacionado com a
divisdo das fases de desenvolvimento da cultura em estadios, sendo cada fase
representada por modificagbes no meio de cultura e controle das condi¢gbes

ambientais. Para a maioria das espécies, 0 processo de micropropagacao
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compreende quatro estadios padrdes. O estadio | compreende o estabelecimento
do explante no meio de cultura; no estadio Il ocorre a multiplicacdo ou inducéo de
brotos mudltiplos; o estadio Il equivale ao enraizamento e o estadio IV, a
aclimatizacdo com a transferéncia gradual das plantas para a condicdo ex vitro
(HARTMANN et al., 1997; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Assim, 0 sucesso
de um sistema de micropropagacao depende do controle de um grande numero
de variaveis e o verdadeiro desafio esta ha manipulacdo do material vegetal. Esta
inclui 0 manejo da planta matriz, as caracteristicas do explante utilizado, o
procedimento de subcultura adotado, as condigbes ambientais e microambientais
dentro do frasco de cultura e o transplantio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Portanto, o sucesso para qualquer via de regeneracéo in vitro depende de grande
ndamero de variaveis, tais como: fonte de explante, composicdo mineral do meio
de cultura, inclusive suas vitaminas e fontes de carbono, balango hormonal e
condi¢cBes ambientais (PERES, 2002; ALVES et al., 2004; GE et al., 2006). Essas
variaveis podem ser classificadas em determinantes e permissivas. Nas primeiras
salientam-se a “condicdo fisiolégica do explante” e o tipo e concentra¢cdes de
reguladores vegetais a serem utilizados como sinal quimico para a
inducao/ativacdo da morfogénese. As chamadas variaveis permissivas incluem a
composicdo dos meios de cultura e as condicfes fisicas (GUERRA et al., 1998;
GIRI et al., 2004).

2.7.1 Tipos de Explante

Explante pode ser definido como o segmento ou érgao vegetal retirado de
alguma parte da planta para iniciar o cultivo in vitro (VALOIS et al., 1996; SOUZA
et al., 2006a).

Diversos explantes, tais como, cotilédones, folhas, &pice caulinar,
hipocotilo, né cotiledonar, segmento nodal, segmento internodal, segmentos
radiculares, podem ser utilizados para iniciar a propagacao in vitro de uma planta
(GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998; SOUZA et al., 2006a). Entretanto,
teoricamente, levando-se em consideracdo a totipoténcia das células vegetais,
qualquer parte da planta pode ser utilizada como explante. Mas, o ideal é a

utilizacao de explantes com uma maior proporcéo de tecido meristematico ou que
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tenham maior competéncia para expressar a totipoténcia (GRATTAPLAGIA;
MACHADO, 1998).

Para a escolha do explante devem ser considerados dois aspectos
primordiais, que séo: o nivel de diferenciacédo do tecido utilizado e a finalidade da
micropropagacao (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1999). Contudo, a maior
influéncia na resposta morfogenética esta diretamente relacionada com o nivel de
diferenciacdo e a fase de desenvolvimento em que se encontra a planta matriz
(SOUZA et al., 2006a).

2.7.2 Multiplicacéo

A fase de multiplicacdo € considerada uma das etapas mais longas no
processo de micropropagacdo e tem como objetivo a obtencdo do maior nimero
de plantas, no menor periodo de tempo (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998;
ERIG; SCHUCH, 2005).

Nessa etapa os explantes sao transferidos para um meio de cultura com
reguladores vegetais (SOUZA et al., 2006a) e consiste na reproducdo dos
propagulos por meio de sucessivos subcultivos (SCHMILDT et al., 2008).
Entretanto, ndo basta conseguir altas taxas de multiplicacdo, mas sim uma média
satisfatéria com um minimo de variacdo de explante para explante, além da
qualidade e homogeneidade das partes aéreas produzidas (GRATTAPLAGIA;
MACHADO, 1998).

FregUientemente os brotos que proliferam nessa etapa de multiplicacdo ndo
apresentam raizes. Entdo, faz-se necessario que sejam movidos para um meio de

cultura ou a condicdes propicias ao enraizamento (HARTMANN et al., 1997).

2.7.3 Enraizamento

Em cultura de plantas lenhosas, o enraizamento de partes aéreas
regeneradas in vitro € uma limitacdo, nesta etapa, € indispensavel o uso de
reguladores vegetais como as auxinas, que tem a finalidade de promover a
formacdo de raizes adventicias. Certas espécies, principalmente as lenhosas,

enraizam com dificuldade ou ndo enraizam. Muitos fatores, como genotipo,
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condic¢des de cultivo e substancias reguladoras de crescimento, dentre outras séo
relevantes para o enraizamento in vitro (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

Entre os fatores que controlam o desenvolvimento de raizes adventicias in
vitro, destaca-se os reguladores vegetais, alguns promovendo e outros inibindo o
enraizamento (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). As auxinas controlam uma ampla
variedade de processos implicados no desenvolvimento das plantas, entre eles a
iniciacdo de novos meristemas de raizes (ROCHA et al.,, 2007). O acido indol
butirico (AIB) tem sido utilizado na maior parte dos trabalhos, por ndo causar
fitotoxidade aos explantes, em uma larga faixa de concentracédo e ser eficiente
para um numero elevado de espécies (HARTMANN et al., 1997).

Geralmente, espécies lenhosas sédo beneficiadas com o uso do carvédo
ativado quando enraizadas in vitro. Esta substancia € capaz de modificar a
composicdo dos meios de cultura, adsorvendo substancias promotoras de
enraizamento, substancias toxicas, fendis e/ou quinonas, produzidas durante a
autoclavagem ou liberadas de explantes cujos tecidos sofreram injurias, devido
sua alta capacidade de adsorcao. Outra propriedade benéfica atribuida ao carvéao
ativado, no processo de enraizamento in vitro, é a reducdo da intensidade
luminosa na regido de formacéo de raizes. Entretanto, concentracfes elevadas de
carvdo podem impedir o processo de enraizamento (ASSIS; TEIXEIRA, 1998;
GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998) ja que essa substancia pode também
adsorver além dos compostos toxicos, nutrientes e o0s reguladores vegetais

presentes no meio de cultura.

2.7.4 Aclimatizacao

Considerada a ultima fase do processo de propagacdo in vitro, € na
aclimatizacdo, que as plantas séao transferidas da condicdo in vitro para a
condigdo in vivo, em estufa ou casa de vegetacdo (GRATTAPLAGIA; MACHADO,
1998).

Muitas espécies cultivadas in vitro, necessitam de um processo de
aclimatizacdo para assegurar a sua sobrevivéncia e o0 seu crescimento no
ambiente externo. A aclimatizagdo tem por objetivo reduzir o estresse causado

pela enorme diferenca entre as condi¢cdes de cultivo in vitro e as condi¢gbes
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externas de crescimento (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998; SOUZA et al.,
2006b). Por isso, esta fase representa, em alguns casos, um fator limitante do
processo de micropropagacédo, uma vez que envolve a mudanca das plantas de
uma condi¢do heterotrofica, para um estado autotrofico, no qual precisa realizar
fotossintese para sobreviver (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998)

Um dos principais problemas desta etapa se constitui na substancial perda
de &agua, que pode provocar estresse hidrico e desidratacdo devido a
evapotranspiracdo que ocorre nas plantas durante a transferéncia para casa de
vegetacdo (SOUZA et al., 2006b). Por isso, a adaptacdo das plantas produzidas
in vitro & condicdo ex vitro deve ser gradual e cercada de cuidados especiais, de
forma a reduzir os estresses que podem culminar em danos ou morte da planta
(SOUZA et al., 2006b).

A manutencdo da umidade relativa do ar alta e de temperaturas amenas é
necessario na fase de aclimatizacdo. A umidade relativa alta no inicio da
aclimatizacdo faz com que a planta retome o crescimento e passe a realizar
fotossintese em niveis suficientes para estimular o desenvolvimento de um
sistema radicular mais funcional, na absorcdo de agua e nutrientes (MACIEL et
al., 2000).

Portanto, alguns fatores determinam o sucesso da aclimatizacdo. Entre
eles, destaca-se a habilidade da planta de passar da condi¢do heterotréfica para
autotrofica, os fatores abidticos (luminosidade, umidade relativa, temperatura, tipo
de substrato) a que a planta estara exposta, os fatores bidticos (pragas e
doencas), a presenca e a capacidade de produzir novas raizes e a nutricdo da
planta (HARTMANN et al.,1997).

2.8 Reguladores Vegetais

A organogénese e 0 crescimento in vitro sdo altamente dependentes da
interacdo entre as substancias que ocorrem naturalmente na planta os horménios,
e 0s analogos sintéticos, reguladores vegetais adicionados ao meio de cultura
(TERMIGNONI, 2005; GEORGE, 2008). Estes se destacam como 0s principais
controladores da morfogénese in vitro (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998).
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Entretanto, a concentracéo e o tipo de regulador vegetal ideal dependem
do tipo de tecido utilizado como explante, pois, diferentes partes da planta podem
responder por reacdes diversas a um determinado regulador. Esta resposta esta
sujeita a presenca do regulador na célula correta, do reconhecimento do grupo de
células que respondem a ele e da ligacdo horménio-receptor protéico, que deve
desencadear as mudancas metabolicas que amplificam o sinal do regulador
(TAGLIACOZZO, 1998).

A utilizagdo de substéancias reguladoras de crescimento tem-se mostrado
de grande importancia para o estabelecimento da competéncia e determinacao,
condicbes estas necessarias a formacdo de meristemas caulinares e /ou
radiculares. Isto € possivel gracas ao conceito de totipoténcia preconizada por
Haberlandt em 1992, que dita que todas as células de um individuo possuem
capacidade de gerar um novo individuo. Isto significa que as células vegetais sédo
autbnomas e tem a potencialidade de regenerar plantas, desde que submetidas a
tratamentos adequados (KERBAUY, 2008).

Os reguladores vegetais mais utilizados na organogénese sdo as auxinas e
as citocininas. O balango entre ambos determinam o desenvolvimento da planta
nas diversas fases (ALVES et al., 2004; SOUZA et al., 2006).

As citocininas exercem papel importante na regulacdo da diviséo,
alongamento e diferenciacdo celular (TAIZ; ZEIGER, 2007), expanséo foliar,
quebra da dominancia apical, formacdo de gemas adventicias (POZO et al.,
2005), e sdo utilizadas assiduamente em todas as modalidades da cultura de
tecidos: organogénese, fusdo de protoplasto, suspenséao celular e embriogénese
somatica (CID, 2000). Os tipos de citocininas e sua concentracdo sado os fatores
gue mais influenciam o sucesso da multiplicacao in vitro. As mais utilizadas em
cultura de tecidos sdo o 6-benzilaminopurina (BAP), a cinetina (KIN), a
isopenteniladenina (2IP) e o tiadizuron (TDZ). E as concentracdes geralmente
variam entre 0,1 e 5,0 mg.L™" (CALDAS, et al. 1998; TAGLIACOZZO, 1998; ERIG;
SCHUCH, 2005).

Embora outras citocininas tenham apresentado melhores repostas para
algumas situagbes, o BAP é a mais utilizada (SANTOS-SEREJO et al., 2006).
Esta € uma das citocininas de menor custo, tem sido muito eficaz na multiplicacéo

de diversas espécies e é a mais utilizada na multiplicacdo de espécies de plantas



19

lenhosas (BENNET et al., 1994; CERDAS et al., 1998; IBANES et al., 2003). Por
exemplo, em trabalhos com Myracrodruron urundeuva (ANDRADE et al., 2000),
Acassia mearnsii (JUNIOR, et al., 2004), Olea europea (DUTRA et al., 2004),
Holarrhena antidysenterica (KUMAR et al., 2005), Bixa orellana (CARVALHO, et
al.,, 2005), Albizia odoratissima (RAJESWARI; PALIWAL, 2006), Caryocar
brasiliense (SANTOS et al., 2006), Aloysia polyestachya (BURDYN et al., 2006),
Rubus idaeus (VILLA et al., 2006), Ulmus parvifolia (THAKUR; KARNOSKY,
2007), Crataegus pinnatifida (DAl et al., 2007), Mallotus repandus
(PRATHANTURAUG et al., 2007), Cunninghamia lanceolata (ZHU et al., 2007) e
Salix pseudolasiogyne (PARK et al., 2008), o BAP promoveu resultados
interessantes quando o objetivo foi promover a multiplicacdo in vitro. A razao de
sua eficiéncia pode estar relacionada a capacidade dos tecidos vegetais em
metabolizarem reguladores vegetais naturais mais rapidamente que os sintéticos
(SANTOS-SEREJO et al., 2006).

Entre as auxinas mais utilizadas estdo o acido indolbutirico (AIB), acido
naftalenoacético (ANA), &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido
indolacético (AIA) (CALDAS et al., 1998). Estas substancias estdo envolvidas na
regulacdo de varios processos fisiolégicos como dominancia apical, expansao
celular, tropismo, formacao e crescimento de raizes adventicias, absciséo foliar,
inducéo de diferenciagéo vascular e desenvolvimento de gemas florais e do fruto
(HINOJOSA, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2007).

As auxinas e citocininas interagem, e o sinergismo entre elas é o fator que
direciona a diferenciacdo celular e morfogénese in vitro (SANTANA, 2003).
Entretanto, o0 modo de interacdo entre ambos é frequentemente dependente da
planta e do tipo de tecido utilizado na cultura (PIERIK, 1997). Contudo,
concentracbes altas de citocininas e baixas de auxinas favorecem,
predominantemente, a proliferacdo de brotos. Ao passo que, a relagao inversa
favorece a formacéo de raizes e um balanco entre ambos reguladores a indugéo
de calos (SANTANA, 2003; FERRI, 2008).
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2.10 Plantas lenhosas x micropropagacéao

Inicialmente, a aplicacdo comercial da micropropagacao era restrita as
espécies herbaceas. No entanto, nas ultimas duas décadas, tem sido considerada
uma importante tecnologia para a propagacdo de diversas espécies lenhosas,
possibilitando a multiplicacdo (RIBAS, 1999), a fixacdo de gendtipos superiores
em geracdes subsequentes (HARTMANN et al., 1997), a utilizagdo de menor
quantidade de material vegetal, além de promover uma maior uniformidade das
plantas (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998). Economicamente, as espécies
lenhosas s@o extremamente importantes na obtencdo de produtos e subprodutos
da madeira, além dos projetos de reflorestamento (HARRY; THORPE, 1994 apud
CYSNE, 2006).

Nos ultimos anos, a micropropagacdo tem sido utilizada, principalmente
com a finalidade de clonar materiais selecionados, para a produ¢cdo em larga
escala visando o reflorestamento, a revitalizacdo de areas depauperadas e a
producdo bioenergética (CORDEIRO et al., 2002; RAJESWARI; PALIWAL, 2006;
PRATHANTURARUG et al., 2007; THAKUR; KARNOSKY, 2007). Além disso, as
técnicas de cultura de tecidos vegetais tém sido aplicadas para propagar e
multiplicar inimeras plantas lenhosas, de interesse medicinal, como
Myracrodruon urundeuva (ANDRADE et al., 2000), Tabernaemontana
fuchsiaefolia (OLIVEIRA et al., 2003), Copaifera langsdorffii (NOLETO; SILVEIRA,
2004), Bixa orellana (CARVALHO et al., 2005), Hagenia abyssinica (FEYISSA et
al., 2005), Taxus wallichiana (DATTA et al., 2006) Crataegus pinnatifida (DAI et
al., 2007) e Pterocarpus marsupium (HUSAIN et al., 2007).

De forma geral, explantes oriundos de tecidos jovens e com mais atividade
metabdlica sdo 0os mais competentes para estimular a morfogénese (PINTO et al.,
1994). Em plantas lenhosas, a utilizacdo de explantes provenientes de plantas
adultas é vantajosa, uma vez que permite a multiplicacdo de gendtipos
conhecidos (BHOJWANI; RADAZAN, 1983 apud NOLETO; SILVEIRA, 2004).
Porém, as plantas lenhosas apresentam maiores dificuldades para o
estabelecimento in vitro, principalmente por crescerem no campo por muitos anos
e serem rotineiramente infectadas por microorganismos, interna e externamente,

que sao dificeis de controlar e a desinfeccao pode trazer, simultaneamente, danos
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ou morte ao tecido (BONGA; ADERKAS, 1992). Por isso, esses explantes
apresentam uma maior dificuldade para o estabelecimento in vitro. Além disso,
explantes provenientes de plantas adultas apresentam em geral, tecidos com
baixa capacidade morfogenética, fato comum em leguminosas arboreas
(NOLETO; SILVEIRA, 2004).

Sob o ponto de vista fisiolégico e experimental, para estabelecer um
protocolo de propagacdo in vitro para espécies lenhosas € mais viavel
tecnicamente trabalhar com pléantulas in vitro, pois nessas condicfes 0s explantes
se encontram em estadio juvenil e possuem maior capacidade de crescimento e
resposta dos tecidos a aplicacdo exégena de reguladores vegetais
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PRADHAN et al, 1999; NOLETO;
SILVEIRA, 2004). Portanto, explantes com maior proporcédo de tecidos juvenis,
provenientes de plantulas germinadas in vitro e partes juvenis de plantas adultas,
sao favoritos e devem ser retirados de plantas em crescimento ativo e que nao
estejam submetidos a nenhum tipo de estresse, tais como seca, temperaturas
excessivamente baixas ou altas, deficiéncia mineral e ataque de pragas ou
doencgas (PIERIK, 1990; JUNGHASN;SANTOS-SEREJO, 2006).

Assim, a micropropagacado de espécies lenhosas pode ser dificultada por
varios fatores, tais como baixa velocidade de multiplicacdo (PIERIK, 1990),
contaminacdo enddgena dos explantes e oxidacdo de compostos fendlicos do
meio de cultura e explante (MELO et al., 1998; TEIXEIRA, 2001), recalcitréncia
para formacdo de brotos (DAI et al., 2007) e dificuldade de enraizamento das
partes aéreas (NORMANLY, 1997; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagcao dos experimentos

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

Feira de Santana-Bahia.

3.2 Material vegetal, assepsia e condi¢des de cultivo

As sementes de A. cearensis foram provenientes do banco de
germoplasma da Ebrapa Semiarido localizada em Petrolina-PE.

As sementes foram lavadas em agua corrente (10 minutos) e posteriormente
desinfestadas em camera de fluxo laminar. Nesta, foram imersas em é&lcool a 70%
durante um minuto e em seguida em solucdo de hipoclorito de sédio [NaOCI a
2,5% de cloro ativo], com duas gotas de detergente neutro, durante 10 minutos.
Em seguida, foram lavadas quatro vezes em agua destilada e autoclavada (Figura
3).

3.3 Meio de cultura e condi¢des de cultivo in vitro

O meio de cultura utilizado para todos os experimentos foi o WPM (Wood
Plant Medium, elaborado por LLOYD; McCOWN, 1980), suplementado com 3%
de sacarose (Synth ®) e solidificado com 0,7% de Agar (Himedia ®).

O pH do meio de cultura foi aferido para 5,7+01 com hidréxido de sédio
(NaOH) ou éacido cloridrico (HCI) a 0,1 N antes da autoclavagem, que foi realizada
a temperatura de 121°C e pressio de latm por 15 minutos.

Nos experimentos com a presenca dos reguladores vegetais, estes foram
adicionados ao meio de cultura antes da afericdo do pH.

Todas as manipulacbes foram realizadas sob condicbes assépticas em
camera de fluxo laminar. Os materias utilizados nos procedimentos (tais como

pincas, placas de Petri e béquer) foram previamente autoclavados antes de iniciar
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os procedimentos. Em camera de fluxo laminar, foram flambados por cinco vezes

em alcool 100% e lamparina (Figura 3).

Figura 3. Material vegetal e assepsia. Sementes de A. cearensis (A); Sementes imersas em agua
estéril (B); Material utilizado para desinfestacao (C); Material utilizado para inoculagao
(D). Foto: autora. Feira de Santana, 2009.

3.4 Estabelecimento in vitro

Para a obtencdo de plantulas assépticas, as sementes de A. cearensis
foram desinfestadas, conforme procedimento descrito no 3.2.

Apbs a desinfestacdo em camera de fluxo laminar, as sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150mm) contendo 15mL de meio WPM.

Os tubos foram vedados com filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC) e
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16
horas, umidade relativa de 50-70% e densidade de fluxo de fotons
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fotossinteticamente ativos 40 pmol.m™ s, fornecida por lampadas fluorescentes

branco-frias.
3.5 Multiplicagéo in vitro

Para a multiplicagao in vitro, a inducao de brotos provocada em diferentes
tipos de explantes: apice caulinar (AC), foliolo (FO), segmento nodal (SN),
segmento internodal (SI) e segmento cotiledonar (SC), retirados de plantulas, com
45 dias de idade, oriundas da germinacao in vitro (Figura 4).

Aos 45 dias da inoculacdo, as variaveis analisadas foram: numero de
brotos por explante, nimero de folhas por broto, comprimento da parte aérea,

matéria seca da parte aérea e porcentagem de explantes com brotos.

Figura 4. Exemplar de A. cearensis estabelecida in vitro (A), fora do tubo de ensaio (B) e
explantes utilizados: &pice caulinar (C), foliolo (D), segmento nodal (E), segmento

internodal (F) e segmento cotiledonar (G). Foto: autora. Feira de Santana, 2009.
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3.5.1 Efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e da auxina éacido

naftaleno acético (ANA) na multiplicacéo in vitro.

Neste experimento foram utilizados trés tipos de explantes (foliolo,
segmento nodal e segmento internodal), inoculados verticalmente e diferentes
doses de BAP (0,0; 2,22; 4,44; 8,88 uM) combinadas ou ndo com ANA (0,0; 0,5
HM).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial 3 x 2 x 4 (trés tipos de explante, duas doses de ANA, quatro doses de
BAP), totalizando 24 tratamentos com quatro repeticdes, sendo cada parcela

composta por 10 tubos.

3.5.2 Efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) na multiplicacao in vitro

de A. cearensis.

A partir dos resultados obtidos no experimento anterior, instalou-se este
experimento. Foram utilizados cinco tipos de explantes: foliolo, segmento nodal,
segmento internodal, apice caulinar e segmento cotiledonar, inoculados
verticalmente em meio de cultura WPM suplementado com o regulador vegetal
BAP em cinco concentracdes (0,0; 2,22; 4,44, 8,88 e 17,76 uM).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial 5 x 5 (cinco tipos de explante, cinco doses de BAP), totalizando 25

tratamentos com cinco repeti¢cdes, sendo cada parcela composta por cinco tubos.

3.5.3 Efeito da citocinina tidiazuron (TDZ) na multiplicag&o in vitro de A.

cearensis.

Neste experimento foram utilizados cinco tipos diferentes de explantes:
foliolo, segmento nodal, segmento internodal, &pice caulinar e segmento
cotiledonar inoculados verticalmente em meio de cultura WPM suplementado com
diferentes doses do regulador vegetal TDZ (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 uM).
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial 5 x 4 (cinco tipos de explante, quatro doses de TDZ), totalizando 20

tratamentos com cinco repeti¢cdes, sendo cada parcela composta por cinco tubos.

3.5.4 Efeito da idade do explante segmento cotiledonar na multiplicacéo in

vitro de A. cearensis.

A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, instalou-se
este experimento para avaliar a influéncia da idade do explante na multiplicagéo in
vitro de A. cearensis, utilizando apenas o segmento cotiledonar, retirado de
plantulas com idades de 15, 30 e 45 dias de germinadas e inoculado em meio
WPM suplementado com 4,44 uM de BAP.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, totalizando
trés tratamentos com cinco repeticdes, sendo cada parcela composta por cinco
tubos.

Aos 45 dias da inoculacdo, avaliou-se o numero de brotos por explante,

comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea.

3.5.5 Influéncia do tipo de orientacdo e fragmentacdo do explante na

multiplicacdo in vitro de A. cearensis.

Para avaliar a influéncia do tipo de orientacéo e fragmentacéo do explante
na regeneracdo in vitro de A. cearensis, apenas o0 segmento cotiledonar foi
utilizado, por ter sido o explante que proporcionou os melhores resultados nos
experimentos anteriores, em meio WPM suplementado com 4,44 uM de BAP.

Quanto a orientacdo, o explante foi inoculado na posicdo horizontal e na
posicédo vertical. Em relacdo a fragmentacao, o segmento cotiledonar foi inoculado
inteiro ou fragmentado longitudinalmente.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, totalizando
quatro tratamentos com cinco repeticdes, sendo cada parcela composta por cinco

tubos.
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Aos 45 dias da inoculacdo, avaliou-se o numero de brotos por explante,
numero de folhas por broto, comprimento da parte aérea e matéria seca da parte

aérea.

3.6 Enraizamento in vitro de brotos micropropagados de A. cearensis.

Brotos regenerados (~2 cm de altura), provenientes do explante segmento
cotiledonar inoculados em meio de cultura WPM contendo 4,44uM de BAP, foram
transferidos para enraizamento em meio de cultura WPM acrescido de diferentes
concentracfes do regulador vegetal AIB (0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM) e presenca de
1g/L ou auséncia de carvéo ativado.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4
X 2 (quatro doses de AIB, presenca ou auséncia de carvao ativado) totalizando
seis tratamentos com cinco repeticdes sendo cada parcela composta por cinco
tubos.

Aos 30 dias de experimento, avaliou-se o numero de brotos enraizados,
namero de raiz por broto, comprimento do sistema radicular (cm), matéria seca da

raiz (mg) e a porcentagem de brotos enraizados.

3.7 Aclimatizacédo de plantas micropropagadas de A. cearensis.

Plantulas enraizadas foram retiradas dos tubos de ensaio e as raizes
lavadas em &gua corrente para remocdo de residuos do meio de cultura.
Posteriormente, foram plantadas em copos plasticos (500mL), perfurados, para
drenagem do excesso de &gua, contendo uma mistura de terra vegetal e
vermiculita (1:1).

Os copos com as plantas foram mantidos em casa de vegetacdo a 70% de
luminosidade e protegidas com uma garrafa plastica tipo pet para a manutencao
da umidade relativa alta no microambiente.

As tampas das garrafas foram desenroscadas no segundo dia do

transplantio e retiradas no quinto dia. No décimo dia as garrafas foram
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completamente retiradas. Essa metodologia possibilita a aclimatizacdo das
plantas de forma gradual as condi¢cfes da casa de vegetacéao.
Aos 30 e 60 dias da transferéncia foi avaliada a porcentagem de

sobrevivéncia das plantas.

3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos & andlise estatistica, mediante a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05) e
Regressao, para os fatores qualitativos e quantitativos, respectivamente utilizando
0 programa estatistico SISVAR v 5.0 (FERREIRA, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Multiplicag&o in vitro de A. cearensis

4.1.1 Efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e da auxina acido
naftaleno acético (ANA) na multiplicacéo in vitro de A. cearensis.

Observou-se efeito altamente significativo (p < 0,01) das interagcées “BAP X
tipo de explante” e “ANA x tipo de explante” para a variavel numero de brotos e
efeito altamente significativo (p < 0,01) da interagdo “ANA x tipo de explante” para
a variavel matéria seca da parte aérea. Para as variaveis numero de folhas e
comprimento da parte aérea, apenas o fator explante isoladamente foi altamente
significativo (p < 0,01) (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para numero de brotos (NB), numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e matéria seca da parte aérea (MSPA) em relacao

as diferentes concentragBes de ANA e BAP e tipos de explante. Feira de Santana,

2009.
QUADRADOS MEDIOS
FV GL NB’ NF? CPA’ MSPA’

ANA 0,025607*  0,000010™  0,139359™  0,705083*
BAP 0,016247*  0,033315™ 0,008339™  0,174930"™
EXPLANTE 0,910831*  2,816392*  12,839157* 10,230404**
ANA*BAP 0,002080™  0,022396 ™ 0,069949™  0,169957 "™
ANA*EXPLANTE 0,025607*  0,000010™  0,139359™  0,705083**
BAP*EXPLANTE 0,016247**  0,033315™ 0,008339™  0,174930™
ANA*BAP*EXPLANTE 0,002080™  0,023963™  0,069949™  0,169957 "™

RESIDUO 0,004499 0,017350 0,078392 0,108500

CV(%) 6,11 11,25 20,50 24,83

* ** Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
"S N&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

? Dados transformados em (x + 1)°‘5
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Em todos os tratamentos com segmento nodal, a partir da terceira semana
apos inoculacao, ja foi possivel a visualizacdo dos brotos formados. Estes eram
esverdeados, pequenos e apenas alguns apresentaram folhas completamente
formadas (Figura 5).

Para todas as variaveis analisadas o explante segmento nodal foi o Unico
que demonstrou expressao da competéncia morfogenética para a formacao de
brotos nas condicdes hormonais testadas e como consequéncia, apenas nos

tratamentos com esse explante foi possivel a avaliacdo das outras variaveis.

Figura 5. Brotos oriundos do explante segmento nodal (A, B e C) inoculados em meio WPM,
suplementado com 0 ANA e 8,88 uM de BAP. A barra representa 1 cm. Foto: autora.
Feira de Santana, 2009.
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Para a variavel numero de brotos, a interacao “BAP x tipo de explante” foi
altamente significativa e o0 modelo matematico mais representativo foi o linear, o
qual demonstra uma tendéncia de aumento do numero de brotos, com o
incremento da concentracdo do regulador vegetal até um nimero maximo de
brotos observados (0,94 brotos/explante), quando o explante segmento nodal foi
inoculado em meio com 8,88uM de BAP (Figura 6).

Ainda para essa variavel, pela interagao “ANA x tipo de explante”, o maior
namero de brotos (0,82 brotos/explante) foi obtido em meio sem a presenca da
auxina (Tabela 2).

Embora a interagcdo “ANA x tipo de explante”, tenha sido significativa, o
maior nimero de brotos observados (0,94 brotos/explante), foi obtido quando
segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura suplementado com
8,88uM de BAP. Resultados semelhantes foram obtidos com Hancornia speciosa
Gomes (SOARES et al, 2007). Entretanto, em trabalhos com Pilocarpus
microphyllus Stapf (SABA et al, 2002), o tratamento com 8,88 uM de BAP

demonstrou ser o menos eficiente para a regeneracéo de brotos.
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Figura 6. Namero médio de brotos obtidos a partir dos explantes foliolo (FO), segmento nodal
(SN) e segmento internodal (SI) de A. cearensis, inoculados em meio WPM com

diferentes concentrac6es de BAP e auséncia de ANA. Feira de Santana, 2009.



32

Para a variavel matéria seca da parte aérea, a interacdo “ANA x tipo de
explante” foi altamente significativa e o maior incremento de matéria seca foi
obtido quando o explante segmento nodal foi inoculado em meio sem auxina
(Tabela 2).

Tabela 2. Médias para a variavel niumero de brotos e matéria seca da parte aérea oriundos do
explantes foliolo (FO), segmento nodal (SN) e segmento internodal (SI) em funcdo da
presenca e auséncia de ANA. Feira de Santana, 2009.

TIPO DE EXPLANTE

ANA (UM) FO SN S

Numero de Brotos

0 0,00 A*b" 0,82 Aa 0,00 Ab

0,5 0,00 Ab 0,55 Ba 0,00 Ab

Matéria Seca da Parte Aérea (mg)

0 0,00 Ab 4,52 Aa 0,00 Ab

0,5 0,00 Ab 2,13 Ba 0,00 Ab

? Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na mesma coluna, néo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott.
" Médias seguidas pela mesma letra mintscula, na mesma linha, néo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott.

Em relacdo as variaveis numero de folhas e comprimento da parte aérea,
houve efeito isolado da fonte de variacdo “tipo de explante”. Tanto o maior
namero de folhas (1,35 folhas/broto) como o maior broto (3,6 cm) foram obtidos
guando se utilizou o explante segmento nodal (Tabela 3).

Os explantes foliolo e segmento internodal, ndo demonstraram
competéncia morfogenética para a inducdo de brotos em nenhum dos
tratamentos testados. Isso pode indicar que a utilizacdo desses dois tipos de
explantes para a multiplicagdo dessa espécie é inviavel nas condicbes e
combinagdes hormonais testadas.

O balanco entre auxinas e citocininas controla muitos aspectos da

diferenciacdo celular e organogénese nas culturas de tecidos e 06rgaos



33

(PASQUAL, 2001), inclusive os fatores associados a falha na indugcdo de
organogénese in vitro. Quando um explante falha em desenvolver organogénese
in vitro, esse fato se da normalmente na etapa de aquisicdo de competéncia, a
qual é a capacidade do explante responder ao estimulo hormonal necessario a
inducéo da formacao de um érgao (PERES, 2002).

Tabela 3. Médias para niumero de folhas e comprimento da parte aérea oriundos dos explantes

foliolo (FO), segmento nodal (SN) e segmento internodal (Sl). Feira de Santana, 2009.

TIPO DE EXPLANTE

FO SN Sl

NuUmero de Folhas

0,00 B* 135A 0,00 B

Comprimento da Parte Aérea (cm)

0,00 B 3,60 A 0,00 B

? Médias seguidas pela mesma letra mailscula, na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott.

A partir da segunda semana da inoculagdo dos explantes, nos tratamentos
com foliolo houve o aparecimento de raizes. Estas sempre se iniciaram na base
do explante, na insercdo com o peciolo. Muitos foliolos sofreram clorose,
oxidaram ou morreram. Nos tratamentos com ou sem presenca de ANA, houve
surgimento de calos em todo o explante ou apenas nas areas que o explante
tocava o meio de cultura (Figura 7).

A formacdo de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos € regulada
pela disponibilidade e interacdo entre as auxinas e citocininas (KERBAUY, 2008).
Quando o nivel de auxina em relacdo ao de citocinina é alto, ocorre a formacao
de raizes. Na situacdo oposta, ocorre a formacdo de brotos e quando as
proporcdes sdo aproximadamente iguais, uma massa de calo é produzida (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

O explante segmento internodal ndo demonstrou nenhuma competéncia
morfogenética para formagéo de brotos ou calos em nenhuma das concentragdes

de reguladores utilizados. Entretanto, apresentou-se entumescido em todos os
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tratamentos. Nos tratamentos com 4,44 e 8,88 uM de BAP com e sem presencga

de ANA, tornaram-se escurecidos (oxidados) (Figura 7). A oxidacdo do explante

pode levar a ndo absorcdo dos nutrientes do meio, sobretudo os reguladores
vegetais (ANDRADE et al, 2000).

Figura 7. Explante foliolo de A. cearensis com raiz (A); calo e raiz (B); necrosada (C). Explante
segmento internodal entumescido e oxidado (D). A barra representa 1 cm. Foto: autora.
Feira de Santana, 2009.
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4.1.2 Efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) na multiplicacéo in vitro

de A. cearensis.

Observou-se efeito altamente significativo (p < 0,01) da interagdo “BAP x
tipo de explante” para as variaveis numero de brotos, nimero de folhas,
comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea e efeito significativo (p
< 0,05) dessa mesma interacdo, para a variavel porcentagem de explantes

responsivos (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos (NB), nimero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e
porcentagem de explantes responsivos (%ER) em relacdo as diferentes concentracfes
de BAP e tipos de explantes. Feira de Santana, 2009.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL NB” NF* CPA? MSPA” % ER"™
BAP 4 0,211052**  1,304243*  0,146930** 1,054694** 0,082519**
EXPLANTE 4 1,293022**  0,604335**  0,708991*  6,782957*  1,113245**
BAP*EXPLANTE 16 0,053104*  0,310822**  0,055885**  0,444674**  0,027180*
RESIDUO 100 0,018017 0,055289  0,010277  0,123895  0,010486
CV(%) 10,79 20,38 8,60 22,13 8,33

* ** Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
"S N&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
? Dados transformados em (x + 1)°‘5

Para o explante segmento nodal, a analise de regressao indicou a equacao

quadratica como modelo mais representativo. Em relacdo aos valores
observados, houve uma tendéncia ao aumento do numero de brotos, desde o
tratamento sem a citocinina BAP, até o tratamento com a concentragdo 4,44uM
de BAP. A partir dessa concentracdo houve um decréscimo na quantidade de

namero de brotos emitidos por esse explante. O numero maximo de brotos
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observados para este explante (1,24 brotos/explante) foi observado em meio
WPM contendo 4,44uM de BAP (Figuras 8, 9 €10).

Em relacdo ao explante apice caulinar, a analise de regressdo demonstrou
tendéncia linear para o numero de brotos, sendo o maior nimero de brotos (1,16
brotos/explante), observado em meio WPM suplementado com 2,22uM de BAP e
o menor (0,28 brotos/explante) em meio WPM contendo 17,74uM de BAP. Ja
para 0 explante segmento cotiledonar, a curva de regressdo indicou
comportamento quadratico sendo que o numero maximo de brotos observado
(2,36 brotos/explante) foi obtido em meio de cultura suplementado com 4,44uM de
BAP. O aumento do numero de brotos foi concomitante ao aumento da
concentracdo de BAP até o nivel de 4,44 pM. A partir dessa concentracdo houve
um decréscimo significativo na emissdo de brotos até um minimo observado de

0,48 brotos/explante no tratamento com 17,74uM de BAP (Figuras 8, 9 e 10).

2,5

EmSN y=-0,0052x2 + 0,0591x + 1,0007 R2 = 96,88%*
2 ®AC y =-0,0343x + 0,9877 R2? =55,94%**

®SC y =-0,0053x2 + 0,0265x + 1,6179 R2 = 57,59%*

Nimero de Brotos

0,00 2,22 4,44 6,66 8,88 11,10 13,32 15,54 17,76
BAP (uM)

Figura 8. Nimero médio de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal (SN), apice
caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio WPM

com diferentes concentracdes de BAP. Feira de Santana, 2009.
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Figura 9. Brotos oriundos dos explantes segmento nodal (A), apice caulinar (B) e segmento
cotiledonar (C) inoculados em meio WPM sem BAP. A barra representa 1 cm. Foto:

autora. Feira de Santana, 2009.

P

I.::.'_ :

Figura 10. Brotos oriundos dos explantes segmento nodal (A), apice caulinar (B) e segmento
cotiledonar (C) inoculados em meio WPM suplementado com 4,44, 2,22 e 4,44 uM de
BAP, respectivamente. A barra representa 1 cm. Foto: autora. Feira de Santana, 2009.
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O baixo numero de brotos encontrados nesse experimento corroboram
agueles encontrados para Bixa orellana (CARVALHO et al., 2005), Rubus idaeus
(VILLA et al., 2006), Cabralea canjerana (ROCHA et al., 2007) e Erythrina velutina
(COSTA, 2009), nas quais também se verificou um numero reduzido de
brotacdes. Isso pode estar relacionado a recalcitrancia que as espécies lenhosas
possuem para a formac&o de brotos (DAI et al., 2007).

Entretanto, os resultados s&o inferiores aos obtidos para Cunninghamia
lanceolata onde foi obtido uma média de 3,34 brotos/explante (ZHU et al., 2007),
Acacia mearnsii com uma taxa de 3,5 gemas/explante (JUNIOR et al., 2004),
Terminalia arjuna em que a taxa maxima de multiplicacdo foi 3,7 brotos/explante
(PANDEY et al., 2006) e para Feronia limonia (L.) Swingle, em que o numero
médio de brotos foi de 11 brotos/explante (HIREGOUDAR et al., 2003).

Em relagdo a concentracdo da citocinina, em que o maior numero de brotos
foi observado em 4,44 uM de BAP, os resultados sdo semelhantes aos
encontrados para Feronia limonia (L.) Swingle (HIREGOUDAR et al., 2003),
Rubus idaeus (VILLA et al., 2006), e Terminalia arjuna (PANDEY et al., 2006),
Cunninghamia lanceolata (ZHU et al., 2007), em que 0 maior niumero de brotos
também foi obtido em meio de cultura suplementado com 4,44 uM de BAP.
Entretanto, em outras espécies, tais como Bixa orellana, (CARVALHO et al.,
2005), Cabralea canjerana (ROCHA et al., 2007), concentragcbes menores que
4,44 uM de BAP promoveram o maior niumero de brotacdes e, em Aspidosperma
polyneuron (RIBAS et al., 2005), Acacia mearnsii (JUNIOR et al., 2004) e Prunus
salicina (ROGALSKI et al., 2003), concentracdes superiores a 4,44 uM de BAP
promoveram o maior nimero de brotagdes.

Esta diversidade de resultados em relagdo as concentragbes de BAP
utilizadas, estd de acordo com CALDAS et al. (1998), os quais sugerem que a
concentracdo dos reguladores vegetais no meio de cultura s&o fatores
determinantes no crescimento e no padrao de desenvolvimento na maioria dos
sistemas de cultura de tecidos.

O aumento da concentracdo de BAP néo influenciou significativamente o
namero de brotos por explante como esperado. Acima da concentragdo de 4,44
UM, houve um decréscimo na quantidade de brotacdes e na maior concentracdo

de BAP (17,74uM), foi observado um menor niumero de brotos para todos os
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explantes (Figura 8). Concentracdes elevadas de citocinina podem incrementar a
acado da citocinina-oxidase, impedindo a atuacdo da citocinina sobre a divisdo
celular e, consequientemente, a inducédo de brotacdes (CID, 2000). Reducéo de
brotos em concentragbes superiores ao nivel 6timo também tem sido relatado
para diversas plantas medicinais (FAISAL et al., 2006; NAYAK et al., 2007,
PANDEY et al.,, 2006). Em Eucalyptus grandis, por exemplo, o aumento do
namero de brotagdes foi inversamente proporcional ao aumento da dosagem e do
tempo de exposicdo ao BAP, o que evidencia que as concentragcdes mais
elevadas dessa citocinina foram inibitérias para o processo de multiplicagdo dessa
espécie (ANDRADE et al., 2006).

A taxa de multiplicacdo é em grande parte controlada pela interacéo
gendtipo x citocinina (SANTOS-SEREJO et al., 2006). As citocininas tém fungéo
primordial na divisdo e atuam na quebra da dominancia apical e na indugéo e
crescimento das brotacdes (KERBAUY, 2008).

Em relacdo aos explantes testados, o que demonstrou melhor competéncia
morfogenética para emissdo de brotos foi o segmento cotiledonar. Esses
resultados corroboram aqueles encontrados para as espécies Dalbergia sisso
(PRADHAN et al., 1998), Copaifera langsdorffii Desf. (NOLETO; SILVEIRA, 2004),
Bixa orellana (CARVALHO et al., 2005), Albizia odoratissima (RAJESWARI,
PALIWAL, 2006), Mucuna pruriens (FAISAL et al.,, 2006), Prosopis laevigata
(BUENDIA-GONZALEZ et al., 2007), Pongamia pinnata (SUGLA et al., 2007),
Aegle marmelos (NAYAK et. al, 2007), e Crotalaria verrucosa (HUSSAIN et al.,
2008) em que a proliferacdo de brotos a partir de segmentos cotiledonares
também apresentou os melhores resultados em relacdo aos demais explantes
testados.

Para a variavel comprimento da parte aérea, a analise de regressao indicou
a equacgdo quadratica como sendo a mais representativa em funcdo da
concentracdo de BAP para os explantes apice caulinar e segmento cotiledonar. Ja
para o explante segmento nodal houve uma tendéncia linear. O comprimento da
parte aérea foi influenciado tanto pelo tipo de explante, quanto pelas diferentes
concentracbes de BAP e o maior comprimento da parte aérea observado (1,64
cm) ocorreu em brotos provenientes do explante segmento cotiledonar inoculados
em meio com 2,22uM de BAP (Figura 11).
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Figura 11. Comprimento da parte aérea de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal
(SN), apice caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em

meio WPM com diferentes concentracbes de BAP. Feira de Santana, 2009.

A reducéo do comprimento das brotacdes com o aumento da concentragéo
de BAP também foi observado para outras espécies. Em Lychnophora pinaster
Mart. (SOUZA et al.,, 2003), e Rubus idaeus (VILLA et al., 2006), o maior
comprimento das brotacdes foi obtido em concentracbes abaixo de 2,22uM de
BAP enguanto que em Hancornia speciosa, 0 maior comprimento de parte aérea
foi obtido em tratamento com 4,44uM de BAP (SOARES et al., 2007). Outras
citocininas podem também ter o mesmo efeito, como relatado para
Stryphnodendron adstringens em que o maior comprimento de brotagbes de
ocorreu quando se utilizou uma concentragéo baixa de cinetina ou na auséncia da
mesma (NICIOLI et al. 2008). As citocininas utilizadas durante a fase de
propagacéo in vitro, de forma geral, promovem formacao de partes aéreas, mas
seu excesso pode ser toxico e levar ao encurtamento dos entrenos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Em relacdo a variavel numero de folhas, a analise de regresséo indicou a
equacdo quadratica como a mais representativa. A auséncia de citocinina
favoreceu o aparecimento do maior numero de folhas para todos os explantes
competentes morfogeneticamente. E, a partir da concentragdo de 4,44 uM de
BAP, provavelmente houve um efeito fitotoxico da citocinina para essa variavel.
Para os explantes segmento nodal e apice caulinar, o controle e o tratamento com
2,22uM de BAP apresentaram os melhores resultados observados, a passo que
para o explante segmento cotiledonar, o maior nimero de folhas ocorreu na
auséncia de BAP (5 folhas/explante) e tendeu a reduzir conforme aumentou-se a
concentracdo de BAP (Figura 12). Resultados semelhantes foram obtidos por Villa
et al. (2005), em trabalhos com a amora-preta Ebano que demonstrou queda no
namero de folhas com o amento da concentracdo de BAP. Isso pode se atribuido
ao fato do regulador vegetal BAP estimular a formagdo do maior nimero de
brotos, porém de tamanho reduzido, apresentando menor nimero de segmentos
nodais e folhas (LEITTZKE, 2007).

A andlise de regressdao para variavel matéria seca da parte aérea
demonstrou significancia (p < 0,05) para o explante segmento nodal. Contudo, o
coeficiente de correlacdo (valor de R), foi inferior a 50%. De acordo com 0s
pontos observados na figura 13, verifica-se uma tendéncia para o aumento na
incorporacdo de matéria seca conforme foi-se aumentando a dose de BAP até
4,44uM. Para os explantes 4pice caulinar e segmento cotiledonar, as equacdes
de regressdo demonstraram comportamento quadratico. Para o explante &pice
caulinar, o maior incremento de matéria seca observado (5,78mg) ocorreu em
meio acrescido de 2,22uM de BAP. J& para o explante segmento cotiledonar o
maior valor observado para a incorporacdo de matéria seca (5,46mg) foi
observado em meio sem o regulador vegetal. Contudo, a curva de regressao se
apresentou com a concavidade voltada para cima o que pode indicar que uma
dose desse regulador, superior as que foram testadas pode favorecer o
incremento de matéria seca nos brotos oriundos do explante segmento

cotiledonar (Figura 13).
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5 e ESN y =0,0134x? - 0,3255x + 1,5953 R? = 88,84%**

OAC ' =0,0120x2 - 0,2033x + 1,4456 Re = 93,07%*

¢scC y =0,0392x2 - 0,9134x + 4,1049 R2?= 83,16%**

Nimero de Folhas

BAP (UM)

Figura 12. Numero de folhas de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal (SN), apice
caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio WPM

com diferentes concentracdes de BAP. Feira de Santana, 2009.

Para a variavel porcentagem de explantes responsivos, a andlise de
regressao indicou a equacdo quadratica como a mais representativa para 0s
explantes segmento nodal e apice caulinar. A maior porcentagem observada para
essa variavel ocorreu em 4,44 e 2,22 uM de BAP, para segmento nodal e 4pice
caulinar, respectivamente. Para o explante segmento cotiledonar, a analise de
regressdo demonstrou tendéncia linear decrescente observando-se que a
porcentagem de explantes responsivos foi inversamente proporcional a
concentragdo de BAP utilizada (Figura 14).

O explante foliolo ndo demonstrou nenhuma competéncia morfogenética
para a formacdo de brotos. Entretanto, nos primeiros 15 dias apds inoculacao,
esse explante em todos os tratamentos, com excecédo do meio sem regulador, ja

apresentava um pequeno calo na base da folha, no ponto de insercéo do peciolo.
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Figura 13. Matéria seca da parte aérea de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal
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(SN), apice caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em

meio WPM com diferentes concentracbes de BAP. Feira de Santana, 2009.

BSN y=-0,29x? + 3,5097x + 56,923 R2 = 99,59%*

OAC y=-0,4058x2 + 5,5856x + 52,8 R2= 84%*

®SC  y=-36937x + 93,4 R? =89,04%**

0,00 2,22 4,44 6,66 8,88 11,10 13,32 15,54 17,76
BAP (UM)

Figura 14. Porcentagem de explantes responsivos para emissdo de brotos obtidos a partir dos

explantes segmento nodal (SN), &pice caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A.
cearensis, inoculados em meio WPM com diferentes concentracfes de BAP. Feira de
Santana, 2009.
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Em algumas situacdes, o calo aparecia em toda a extensao do disco foliar,
principalmente na face abaxial, a qual estava em contato direto com o meio de
cultura. O aspecto desse calo variou principalmente, na coloracdo (amarelado ou
marrom). Entretanto, nenhum desses calos demonstrou ser friavel. Alguns
foliolos, também nesses tratamentos, sofreram clorose ou morreram. No
tratamento na auséncia do BAP, houve a formacéao de raiz (Figura 15).

Estes resultados podem estar relacionados a interacao e balanco entre os
hormdnios enddgenos e os reguladores vegetais exdgenos (ERIG; SCHUCH,
2005). A formacado de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos € regulada
pela disponibilidade e interacdo entre as auxinas e citocininas (SKOOG; MILLER,
1957). Quando o nivel de auxina em relacdo ao de citocinina é alto, favorece a
formacao de raizes. Na situacdo oposta, ou seja, quando o nivel de citocinina em
relacdo ao de auxina é elevado, ocorre a formacdo de brotos e quando as
propor¢cdes sdo aproximadamente iguais, uma massa de calo € produzida
(HINOJOSA, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2006; GUERRA; NODARI, 2006).

O explante segmento internodal, apresentou-se entumescido e escuro
(oxidado) em todos os tratamentos. Contudo, na auséncia de BAP ou presenca de
4,44uM de BAP, houve formacgédo de brotos e, nesta ultima, também houve a

formacdo de calo na base do explante (dados ndo mostrados). A oxidacao do

explante pode levar a ndo absor¢do dos nutrientes do meio, sobretudo os
reguladores vegetais (ANDRADE et al., 2000).

Figura 15. Explantes de A. cearensis. Rizogénese (A); Calogénese (B); Detalhe da calogénese e

clorose (C). A barra representa 1 cm. Foto: autora. Feira de Santana, 2009.
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4.1.3 Efeito da citocinina tidiazuron (TDZ) na multiplicagcdo in vitro de A.
cearensis.

Observou-se efeito altamente significativo (p < 0,01) da interacdo TDZ x
tipo de explante para as varidveis numero de brotos, namero de folhas,
comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea e efeito significativo (p

< 0,05) para a variavel porcentagem de explantes responsivos (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para numero de brotos (NB), numero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e
porcentagem de explantes responsivos (%ER) em relacdo as diferentes concentracdes
de TDZ e tipos de explante. Feira de Santana, 2009.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL NB* NF* CPA® MSPA* % ER"
TDZ 3 0,033458*  0,551249** 0,140471**  1,119732** 0.036630*
EXPLANTE 4  0,673480** 5,259437**  2,257962** 14,681986** 0.641827**

TDZ*EXPLANTE 12 0,026768* 0,378587** 0,088703**  0,803892** 0.020092*

RESIDUO 80  0,010690 0,132845 0,022813 0,173372 0.010531

CV(%) 8,99 25,51 12,38 25,37 8,75

* ** Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
"S N&o significativo
? Dados transformados em (x + 1)°‘5

" Dados transformados em arco seno (%)0’5

Para a varidavel niUmero de brotos, houve uma tendéncia ao aumento
desses, desde o tratamento com a auséncia do TDZ até um numero maximo de
brotos (1,72 brotos/explante), quando o explante segmento cotiledonar foi

inoculado em meio de cultura contendo 1uM de TDZ. A partir dessa concentracao
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houve uma tendéncia a diminuigcdo na emisséo de brotos para esse explante, até
um minimo (0,96brotos/explante) na presenca de 2 uM de TDZ (Figuras 16 e 17).

Nimero de Brotos
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Figura 16. Numero médio de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal (SN), apice

caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio WPM

com diferentes concentracdes de TDZ. Feira de Santana, 2009.

Figura 17. Brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal (A), &pice caulinar (B) e

segmento cotiledonar (C) de A. cearensis, inoculados em meio WPM com 1uM de TDZ.

A barra representa 1 cm. Foto: autora. Feira de Santana, 2009.
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O numero de brotos obtidos nesse experimento foi abaixo do esperado, ja
que o TDZ € uma potente substancia com alta atividade citocininica, sendo mais
ativo em baixas concentracdes do que o BAP, por isso recomendado para a fase
de multiplicacdo (ERIG; SCHUCH, 2005; GRACA et al.,, 2001) e por ser muito
efetivo na inducao de brotacdes em espécies lenhosas (HUETTEMAN; PREECE,
1993). A grande efetividade do TDZ pode estar relacionada a sua alta atividade
citocinica e a uma provavel acao diferente das outras citocininas durante o
processo de desdiferenciacéo e rediferenciacao celular (KANEDA et al., 1997).

Em algumas espécies de plantas lenhosas, tais como, Hagenia abyssinica
(FEYISSA et al.,, 2005), Pterocarpus marsupium (HUSSAIN et al., 2007),
Cunninghamia lanceolata (ZHU et al., 2007), concentracdes menores que 1 uM do
TDZ promoveram um namero significativo de brotacdes. JA em Malus domestica,
0 numero de brotos obtidos nédo diferiu estatisticamente entre as concentracfes
de 4,54 e 13,62 uM de TDZ. Em Acacia crassicarpa, a maior proliferacdo de
brotos ocorreu com a combinagao de 1,6 uM de TDZ mais 2,6 uM de ANA (YANG
et al., 2006).

Para os explantes segmento nodal e segmento cotiledonar, o nimero de
folhas por broto diminuiu linearmente com o aumento da concentracdo de TDZ.
Em brotos oriundos do explante segmento nodal, o maior niumero de folhas
observado (3,24 folhas/broto) foi encontrado em meio WPM suplementado com
1,0 uM de TDZ. Bem como para o explante segmento cotiledonar, em que o maior
namero de folhas observado (6,60 folhas/broto), também foi encontrado em meio
WPM contendo 1 uM de TDZ (Figura 18).

Com relacdo aos explantes apice caulinar e segmento cotiledonar nao
houve definicAo de uma curva de regressao representativa para a variavel
comprimento da parte aérea. Todavia, para o explante segmento nodal houve
uma tendéncia linear decrescente para o comprimento da parte aérea e 0s brotos
oriundos desse explante, bem como do explante apice caulinar o comprimento da

parte aérea nao ultrapassou a média de 1 cm (Figura 19).
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Figura 18. Numero médio de folhas obtidos a partir dos explantes segmento nodal (SN), apice
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caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio WPM

com diferentes concentra¢des de TDZ. Feira de Santana, 2009.
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Figura 19. Comprimento da parte aérea de brotos obtidos a partir dos explantes segmento nodal

(SN), apice caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em

meio WPM com diferentes concentracfes de TDZ. Feira de Santana, 2009.
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Em relacdo a variavel matéria seca da parte aérea, houve uma tendéncia
linear decrescente para os brotos obtidos do explante segmento nodal, sendo o
maior incremento da matéria seca observado (4,02 mg), quando esse explante foi
inoculado em meio WPM na auséncia do TDZ. Contudo, o maior incremento de
matéria seca (15,64 mg) ocorreu em brotos oriundos do explante segmento

cotiledonar quando inoculado em meio de cultura contendo 1 uM de TDZ (Figura

20).

18 1
16 - . B SN y=-1,2200x + 3,4500 R2=81,77%**

e ~ <@+ AC y=ns

PR \ -®- SC

Matéria Seca da Parte Aérea (mg)

TDZ (uM)

Figura 20. Matéria seca da parte aérea obtida a partir dos explantes segmento nodal (SN), &pice
caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio WPM

com diferentes concentracdes de TDZ. Feira de Santana, 2009.

Para a varidvel porcentagem de explantes responsivos, houve uma
tendéncia ao aumento dos mesmos para os explantes apice caulinar e segmento
cotiledonar, quando inoculados em meio WPM sem TDZ até um maximo de
explantes responsivos obtidos em meio com 1,0 uM de TDZ e depois um
decréscimo até a concentracdo de 2,0 uM de TDZ. Ja para o explante segmento
nodal, houve uma tendéncia decrescente para a porcentagem de explantes

responsivos desde a inoculacdo em meio WPM sem o TDZ até com 2,0 uM de
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TDZ e, a partir desse ponto, houve um aumento no nimero dos mesmos. (Figura
21).

100

% Explantes Responsivos

0,0 1,0 2,0 3,0
TDZ (M)

Figura 21. Porcentagem de explantes responsivos a partir dos explantes segmento nodal (SN),
apice caulinar (AC) e segmento cotiledonar (SC) de A. cearensis, inoculados em meio

WPM com diferentes concentracdes de TDZ. Feira de Santana, 2009.

Os explantes foliolo e segmento internodal ndo demonstraram nenhuma
competéncia morfogenética para emissao de brotos. Contudo, nos tratamentos
com a presenca da citocinina TDZ, o explante foliolo formou pequenos calos na
base, onde seria a insercdo com o peciolo e também na face abaxial, que estava
em maior contato com o meio de cultura (Figura 22).

Estes resultados podem estar relacionados a interacao e balanco entre os
fitorreguladores enddgenos e os reguladores vegetais exogenos (ERIG;
SCHUCH, 2005). Pois, as citocininas e auxinas enddgenas do tecido vegetal
apresentam efeito sinergistico na indugéo da divisdo e diferenciagéo celular para
o0 crescimento da planta, formacdo de seus 0Orgdos e reconstituicdo de seus
tecidos. O balanco interno de auxinas e citocininas constitui-se fator determinante
na diferenciacdo celular e tipos de tecidos e 6rgdos formados. Se a proporcéo de
auxina para citocinina aumenta, ha a tendéncia de ocorrer maior formacao de

raizes, contudo, se a proporcéo de auxina para citocinina diminui, ha a tendéncia
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de ocorrer maior formacdo de brotos; porém, se for intermediaria, ha maior
tendéncia de formacdo de calo. (VILLA et al.,, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006;
KERBAUY, 2008). O TDZ é uma potente substancia com efeito de citocinina para
estimular calos em explantes lenhosos, especialmente quando usado em
concentracéo igual ou superior a 1uM (HUETTMAN; PREECE, 1993).

Figura 22. Explante foliolo inoculado em meio de cultura suplementado com 0,0 TDZ (A); 1,0 uM
TDZ (B); 2,0 pM TDZ (C) e 3,0 pM TDZ (D). A barra representa 1 cm. Foto: autora.
Feira de Santana, 2009.

Os resultados obtidos nesse experimento podem estar relacionados com
caracteristicas genéticas da A. cearensis, além de que a morfogénese, tanto in
vitro quanto in vivo, requer uma constante regulacdo da divisdo e diferenciacao
celular. Ambos os processos estdo sob o controle dos reguladores vegetais
auxinas e citocininas e, a aplicacdo do TDZ resulta em uma variedade de
respostas em tecidos cultivados in vitro. Mas as bases bioquimicas e fisiologicas
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da modulacdo da resposta morfogenética induzida pelo TDZ sdo ainda pouco
compreendidas (MURTHY et al, 1998).

4.1.4 Efeito da idade do explante segmento cotiledonar na multiplicagao in
vitro de A. cearensis.

Observou-se efeito significativo (p < 0,05) da idade do explante segmento
cotiledonar para a variavel numero de brotos, enquanto que para as variaveis
comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea o efeito da idade do

explante nao foi significativo (p = 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos (NB), comprimento da parte
aérea (CPA) e massa seca da parte aérea (MSPA) em funcdo da idade do explante
segmento cotiledonar quando inoculado em meio WPM suplementado com 4,44uM
BAP. Feira de Santana, 2009.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL NB* CPA* MSPA*
Idade 2 0,058026* 0,059799™ 0,437482™
Residuo 12 0,013901 0,032664 0,189729
CV% 6,87 12,22 18,65

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
"S N&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
? Dados transformados em (x + 1)*°

O maior numero de brotos/ explante foi obtido com o explante segmento
cotiledonar oriundo de plantulas com idade de 45 dias. Entretanto, este resultado
nao diferiu estatisticamente do encontrado para as outras idades avaliadas,
provavelmente por que o valor de F foi proximo a 5% (Tabela 7).

A idade do explante desempenha um papel significativo para a inducéo de
multiplos brotos em uma série de plantas (HUSSAIN et al, 2007), bem como a sua

sensibilidade a um determinado regulador vegetal (OLMOS et al., 2004).
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Os resultados encontrados neste experimento podem estar relacionados
com o potencial genético da espécie. Os explantes mais aptos a clonagem séo os
mais jovens, pois a medida que a especializacdo avanca durante o
desenvolvimento do tecido ou 6rgéo, a resposta aos estimulos fornecidos durante
o0 cultivo se tornam menos intensas, diminuindo o nimero de divisdes celulares e
a capacidade de regeneracédo (XAVIER et al, 2002; PIERK, 1990).

Hussain et al (2007), demonstraram que segmento cotiledonar de
Pterocarpus marsupium com 18 dias de idade foram o0s explantes que
apresentaram maiores porcentagem de brotos. J& Feyissa et al (2005), em
trabalhos com Hagenia abyssinica, encontraram que plantas de diferentes idades

exigem diferentes concentracfes de reguladores vegetais.

Tabela 7. Médias para a variavel nimero de brotos por explante, em relacéo a idade do explante
segmento cotiledonar inoculado em meio WPM suplementado com 4,44uM de BAP.
Feira de Santana, 2009.

Idade (dias) Numero de Brotos/explante
15 1,92 a*
30 1,60 a
45 2,36 a

? Médias seguidas pela mesma letra, nfo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott.

4.1.5 Influéncia do tipo de orientagcdo e fragmentacdo do explante na

multiplicag&o in vitro de A. cearensis.

Observou-se efeito significativo (p < 0,05) da interagcdo “orientagdo x
fragmentacdo” para a variavel numero de folhas. Para as variaveis, numero de
brotos, comprimento da parte aérea e matéria seca da parte aérea, observou-se

efeito isolado da fragmentacao e da orientagcédo do explante (Tabela 8).
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Tabela 8. Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos (NB), nimero de folhas (NF),

comprimento da parte aérea (CPA) e massa seca da parte aérea (MSPA) em relacdo a

orientacdo (O) e fragmentacgéo (F) do explante segmento cotiledonar quando inoculado

em meio WPM suplementado com 4,44uM BAP. Feira de Santana, 2009.

QUADRADOS MEDIOS

FVv GL NB* NF* CPA* MSPA*
O 1 0,072123* 0,551461** 0,523454* 0,783782*
F 1 0,604004** 0,362771* 0,948463** 7,999346**
O*F 1 0,011535™ 0,362771* 0,160444" 0,338260™
Residuo 16 0,014948 0,051843 0,036662 0,140959
CV % 10,11 19,53 14,84 22,31

** * Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
"S N&o significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
? Dados transformados em (x + 1)*°

O maior numero de brotos bem como o maior comprimento e matéria seca

da parte aérea e foi obtido quando o explante segmento cotiledonar foi inoculado
inteiro no meio de cultura (Tabela 9).

Tabela 9. Médias para as varidveis niumero de brotos por explante (NB), comprimento da parte
aérea (CPA) e matéria seca da parte aérea (MSPA) em fun¢éo da fragmentacdo do
explante segmento cotiledonar inoculado em meio de cultura WPM suplementado com
4,44uM BAP. Feira de Santana, 2009.

Fragmentacgé&o do NB CPA (cm) MSPA (mg)
Explante
Inteiro 0,94 a* 1,36 a 4,76 a
1/2 0,08 b 0,19b 0,16 b

? Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott.

Quando um orgado completo é seccionado em pedacos, 0s varios
segmentos diferem na sua capacidade morfogenética (SANTANA, 2003). Dessa
maneira, um segmento de tecido cortado, pode favorecer a perda da unidade

fisiol6gica, redistribuindo entédo, algumas substancias, como por exemplo, auxinas
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(HARTMANN et al., 1997). Cada porc¢édo isolada de uma planta tem sua propria
reserva hormonal e um aumento da superficie de absorcéo pelo corte do explante
pode aumentar também a absorcéo de nutrientes e reguladores (PIERIK, 1990).

A orientacao vertical do explante segmento cotiledonar, demonstrou ser a
mais favoravel para as varidveis numero de brotos/explante, comprimento e

matéria seca da parte aérea (Tabela 10).

Tabela 10. Médias para as variaveis numero de brotos por explante (NB), comprimento da parte
aérea (CPA) e matéria seca da parte aérea (MSPA) em relacdo a orientacdo do
explante segmento cotiledonar inoculado em meio de cultura WPM suplementado com
4,44uM de BAP. Feira de Santana, 2009.

Orientagédo do NB CPA (cm) MSPA (mg)
Explante
Vertical 1,27 a° 1,25 a 3,26 a
Horizontal 1,14 b 0,30 b 1,66 b

? Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott.

No que se refere a variavel nimero de folhas, os melhores resultados
foram obtidos quando o explante segmento cotiledonar foi inoculado inteiro e na

posicédo vertical (Tabela 11).

Tabela 11. Médias para a variavel nimero de folhas por broto, em funcdo da orientacéo e da
fragmentagdo do explante segmento cotiledonar inoculado em meio de cultura WPM

suplementado com 4,44uM de BAP. Feira de Santana, 2009.

Fragmentacgéo
Orientacao Inteiro 1/2
Horizontal 0,00 B*a" 0,00 B a
Vertical 1,72Aa 0,14 Ab

? Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott.
" Médias seguidas pela mesma letra minascula na linha, n&o diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott.
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A posicéo do explante sobre o meio de cultura parece desempenhar funcéo
importante na morfogénese in vitro (GEORGE, 2008). Em trabalhos com Citrus
reshni, a orientagdo em que o explante foi inoculado no meio de cultura ndo
demonstrou diferenca significativa. E possivel que esta resposta seja devido ao
potencial genético desta espécie (SILVA et al., 2005). A quebra da dominéncia
apical exercida pela auxina € provocada visando a obtencdo de novas plantas,
pois, a mudanca na orientacéo do apice, bem como a sua decaptacédo, favorecem

a retomada de crescimento de gemas laterais (KERBAUY, 2008).

4.2 Enraizamento in vitro de brotos micropropagados de A. cearensis.

Observou-se efeito significativo (p < 0,05) da interagdo “carvao ativado x
AIB” para as variaveis numero de brotos enraizados, e efeito altamente
significativo (p =< 0,01) para as variaveis niumero de raiz por broto, comprimento da

raiz e matéria seca da raiz (Tabela 12).

Tabela 12. Resumo da analise de varidncia para porcentagem de brotos enraizados (%BE),
namero de brotos enraizados (BE), nimero de raiz (NR), comprimento da raiz (CR) e
matéria seca da raiz (MSR) em relacéo as diferentes concentracdes de AIB e presenga

ou auséncia de carvao ativado (CA). Feira de Santana, 2009.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL %BE" BE’ NR’ CR? MSR?
AIB 3 0.000709* 0,103356** 1,482308** (0,261643* 15,559874**
CA 1 0.000173"° 0,015085"° 0,229318** 0,053072" 3,625346**
AIB*CA 3 0.000507* 0,034753* 0,404871* (,352224** 4 ,125961**
RESIDUO 32 0.000128  0,009218  0,039405  0,061595  0,271236
CV(%) 1,09 7,67 13,24 15,97 23,09

* ** Significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
"® N&o significativo
? Dados transformados em (x + 1)°‘5

" Dados transformados em arco seno (%)0’5
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Para a variavel niumero de brotos enraizados e porcentagem de brotos
enraizados, na auséncia de carvao ativado, a analise de regressao demonstrou
comportamento quadratico em funcdo da concentracdo de AIB. Os brotos
enraizaram em meio WPM contendo desde as primeiras concentracbes do
regulador vegetal AIB e o enraizamento foi semelhante para as outras
concentracdes testadas do AIB (Figuras 23 e 24). A presenca do carvao ativado,
provavelmente inibiu o efeito do AIB. Resultados semelhantes foram encontrados
por Erig et al (2004), trabalhando com Pyrus serotina cv. Carrick. Dzazio, Santos
et al (2005) com Caryocar brasiliense e Erig et al, (2004) com Pyrus communis,
em que a presenca do carvao ativado ndo favoreceu o aumento do numero de
brotos enraizados. Ja com Copaifera angsdorffii os tratamentos com e sem carvao
ativado néo diferiram estatisticamente entre si (NOLETO; SILVEIRA, 2004). E em
trabalhos com Cydonia oblonga (Erig et al., 2004), a maior porcentagem de
enraizamento foi observada em meio de cultura contendo 10uM de AIB.

Para a variavel nimero de raiz por broto, a analise de regressdo
demonstrou comportamento quadratico em relacdo a concentracdo de AIB. O
maior numero de raiz por broto observado (3,12 raiz/broto) foi obtido em meio
WPM suplementado com 10uM de AIB seguido do tratamento com 5uM AIB (2,52
raiz/broto) (Figuras 25, 26 e 27).

Resultados semelhantes foram relatados por Carvalho et al. (2005) em
trabalho com Bixa orellana, em que o melhor resultado para a formacéo de raiz
ocorreu na presenca de 5uM de AIB e por Rocha at al. (2008), que relataram que
a maior porcentagem de enraizamento em genétipos de Genipa americana
ocorreu em 9,8uM de AIB, ambos na auséncia de carvao ativado. Ja o
enraizamento in vitro de amoreira-preta foi estatisticamente igual com e sem AIB
(AUGUSTO et al, 2006). Existem varias evidéncias de que a formacédo de raizes é
geneticamente controlada, pois ha bastante variacdo entre as espécies (ASSIS;
TEIXEIRA, 1999).

Espécies lenhosas, em geral, sdo beneficiadas com o uso de carvao
ativado, entretanto, esta substancia possui alta capacidade de adsor¢céo e pode
reter parte dos elementos que compdem o0 meio de cultura, inclusive substancias
promotoras do enraizamento, como provavelmente foi encontrado nesse
experimento (ASSIS; TEIXEIRA, 1999).
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Figura 23. Numero de brotos enraizados de A. cearensis, inoculados em meio WPM
suplementado com diferentes concentragdes de AIB e presenca (CC) ou auséncia (SC)

de carvao ativado. Feira de Santana, 2009.

100
90

80 1

70 & S/C y=-0,8436x2 + 13,629x + 39,055 R2 = 93,56%

60

--.oo C/C
50

40 -....-.,........

% Brotos Enraizados

30

20

10

0,0 2,5 5,0 7.5 10,0
AIB (uM)

Figura 24. Porcentagem de brotos enraizados de A. cearensis, inoculados em meio WPM com
diferentes concentracdes de AIB e presenc¢a (CC) ou auséncia (SC) de carvao ativado.
Feira de Santana, 2009.
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Figura 25. NUmero de raiz por broto de A. cearensis inoculados em meio WPM com diferentes
concentracdes de AIB e presencga (CC) ou auséncia (SC) de carvao ativado. Feira de
Santana, 2009.

Para variavel comprimento da raiz, a presenca do carvao ativado nédo
trouxe beneficio. Observou-se apenas um pequeno acréscimo no comprimento da
raiz quando os brotos foram inoculados em meio WPM sem carvéo ativado e na
presenca da mais alta concentracdo de AIB testada (10 uM) (Figura 28).

Esses resultados diferem dos encontrados para outras espécies. Em
Garcinia indica, uma importante planta medicinal, 0 maior comprimento das raizes
(5,88 cm) foi obtido com 9,9uM de AIB (MALIK et al.,, 2005) e em Caryocar
brasiliense, o maior nimero de raizes e o comprimento da maior raiz foi obtido em
meio de cultura suplementado com 14,7uM de AIB (SANTOS et al., 2006).

Em relacdo a concentragdo de AIB, esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados para outras espécies, em que concentracdes proximas a 10 uM de
AIB favoreceram o comprimento das raizes (ROCHA et al., 2008; SANTOS et al.,
2006; MALIK et al., 2005).
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Figura 26. Brotos em meio de enraizamento (WPM + AIB + carvao ativado). (A) AIB 0,0 pM (A);
(B) AIB 2,5uM; (C) AIB 5,0 uM e (D) AIB 10,0 puM. A barra representa 1 cm. Foto:

autora. Feira de Santana, 2009.

Figura 27. Brotos em meio de enraizamento (WPM + AIB). (A) AIB 0,0 uM; (B) AIB 2,5 uM; (C)
AIB 5,0 uM e (D) AIB 10,0 pM. A barra representa 1 cm. Foto: autora. Feira de
Santana, 2009.
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Figura 28. Comprimento da raiz por broto de A. cearensis, inoculados em meio WPM com
diferentes concentracdes de AIB e presenca (CC) ou auséncia (SC) de carvao ativado.
Feira de Santana, 2009.

Para a variavel matéria seca da raiz, a analise de regressdo demonstrou
comportamento linear nos tratamentos sem carvao ativado. O aumento da matéria
seca nas raizes foi proporcional ao aumento da concentracdo de AIB e o maior
incremento de matéria seca observado (17,32mg), ocorreu em meio com 10uM de
AIB, seguido do tratamento com 5uM (9,38mg). JA nos tratamentos com a
presenca de carvao ativado, nao foi encontrado significancia do modelo (p = 0,05)
para esta variavel (Figura 29).

Rubin (2007) relata que o crescimento da raiz esta intimamente relacionado
as auxinas, que, além de promover a divisdo celular nestes 6rgaos, juntamente
com as citocininas, promovem o alongamento celular, com consequente producao

de biomassa.
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Figura 29. Matéria seca da raiz por broto de A. cearensis, inoculados em meio WPM com
diferentes concentracdes de AIB e presenca (CC) ou auséncia (SC) de carvao ativado.

Feira de Santana, 2009.

De maneira geral, as raizes sdo mais sensiveis as citocininas, mesmo em
baixas concentracdes, do que as auxinas. Baixas concentracfes de auxina
adicionadas ao meio de cultura induzem aumento na producdo de raizes em
plantas ou explantes, pois aumentam a razdo enddgena de auxina/citocinina nos
tecidos. Contudo, concentracdes mais elevadas de auxinas podem ser toxicas a
planta como um todo e mais ainda ao sistema radicular, que € mais sensivel a
este regulador vegetal do que outros 6rgdos da planta (TAIZ; ZEIGER, 2004,
ROUT et al., 2005).

As pequenas variacbes nas respostas obtidas nesse experimento
decorrem, certamente, do balangco hormonal interno que é particular de cada
planta, bem como da competéncia de cada tipo de explante para desenvolver a

resposta morfogenética (SANTOS et al., 2005).
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4.3 Aclimatizacéo de plantas micropropagadas de A. cearensis

Aos 60 dias do processo de aclimatizacdo, foi observado 40% de
sobrevivéncia das plantas (Figura 30). Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados para outras espécies lenhosas como Diospyrus kaki (TELLES; BIASI,
2005), Terninallia bellirica (RAMESIL, 2005), Parapiptadenia rigida
(NASCIMENTO, 2008), Byrsonima basiloba (LUIS, 2008) e Stryphnodendren
adstringens (NICIOLI, 2008) em que taxas de aclimatizacdo abaixo de 50%

também foram relatadas.

A fase de aclimatizacdo é muito delicada. Nesta etapa faz-se necessério,
dentre outros fatores, o uso de substratos que lhe proporcione as plantulas
condicbes para o seu desenvolvimento (NASCIMENTO, 2008). Outros fatores
também podem afetar a sobrevivéncia das plantas obtidas por meio da cultura de
tecidos, tais como o controle da perda de agua, pela baixa umidade do ar relagéo
as condicfes in vitro (SOUZA et al, 2006), a necessidade da planta passar de um
regime heterotréfico para autotréfico (GRATTAPAGLIA;MACHADO, 1998), e o
fato de que a morfologia interna das plantas regeneradas in vitro € diferente das
cultivadas ex vitro (NASCIMENTO, 2008). Por isso, 0s brotos enraizados in vitro
devem ser gradualmente submetidos as novas condicbes de sobrevivéncia, pois,
as condicOes artificiais de cultivo, favorecem o desenvolvimento de plantas néo
preparadas para as condicbes externas (SOUZA et al, 2006;
GRATTAPAGLIA;MACHADO, 1998). Por esses fatores, essa fase é considerada
limitante para grande parte das plantas micropropagadas, devido a altas taxas de

mortalidade que podem acarretar.

Assim, nesse estudo, apesar de ser possivel a obtencdo de plantulas a
partir de segmento cotiledonar, sugere-se que novos estudos da fase de
aclimatizacdo sejam realizados avaliando, por exemplo, possibilidades de cultivo
heterotréfico, bem como outras composicfes de substratos para uma possivel

otimizacao do processo de aclimatizacéo de A. Cearensis.
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Figura 30. Planta de A. cearensis micropropagada in vitro (A) e mudas micropropagadas de A.
cearensis em substrato (terra vegetal+vermiculita) (B e C) com 30 dias. A barra

representa 1 cm. Foto: autora. Feira de Santana, 2009.
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5 CONCLUSAO

a) A propagacdao clonal in vitro de A. cearensis € possivel utilizando-se explantes
oriundos de plantulas cultivadas assepticamente em meio de cultura WPM.

b) O explante segmento cotiledonar demonstrou melhor competéncia
organogénica na etapa de multiplicacéo.

¢) Um maior nimero de brotacBes pode ser obtido em meio de cultura WPM
suplementado com baixas concentragcdes do regulador vegetal BAP.

d) A presenca de altas concentracbes do regulador vegetal BAP reduziu o
crescimento das brotacdes.

e) A idade do explante segmento cotiledonar, néo interferiu na multiplicacdo in
vitro.

f) A multiplicacdo in vitro de A. cearensis é favorecida quando o explante
segmento cotiledonar € inoculado inteiro na posicao vertical.

g) O TDZ nas concentracdes utilizadas provavelmente teve um efeito fitotéxico e
por isso néo foi eficaz na indugao de brotos.

h) A presenca do AIB favoreceu a emissao de raizes.

h) O carvao ativado, na concentracdo em que foi utilizado (1g/L) néo foi eficiente
na promocao do enraizamento.

i) Os explantes foliolo e segmento internodal ndo apresentaram capacidade
organogénica na presenca dos reguladores vegetais utilizados nesse trabalho.

J) A aclimatizacdo das mudas de A. cearensis nao foi eficiente nas condi¢des

testadas.

Com a realizacdo desse trabalho foi possivel a obtencédo de um protocolo de
propagacéo in vitro de Amburana cearensis, indicando possibilidades viaveis e
concretas para futuros trabalhos com esta espécie. Entretanto, sugere-se ajustes
na etapa de aclimatizacdo a fim de se obter uma maior porcentagem de

sobrevivéncia das mudas micropropagadas.
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