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RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularmente conhecido como barbatiméo é
uma especie arbdrea nativa do Cerrado, com diversas propriedades medicinais e potencial
para exploracdo econémica. A producdo de mudas da espécie € dificultada pela dorméncia das
sementes, baixas taxas de germinacdo, além da contaminacdo das sementes. Com isso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de Oleos de capim santo, alfavacédo, alecrim
pimenta e rosmaninho na sanidade e germinacdo de sementes de barbatimdo sob condi¢bes
convencionais e in vitro, e estabelecer um protocolo para a micropropagacdo da espécie.
Foram realizados 4 experimentos: (1) Teste de germinacdo de sementes de barbatimao
tratadas com 0leos essenciais, onde avaliou-se o efeito dos éleos essenciais na germinacao e
sanidade das sementes; (2) Estabelecimento in vitro de sementes de barbatimédo, no qual
realizou-se teste de germinagéo in vitro, de forma a avaliar a germinagéo e sanidade das
sementes; (3) Multiplicacdo e Alongamento de segmentos nodais de barbatimdo: no qual
avaliou-se o efeito de cinco doses de BAP no alongamento de segmentos nodais e (4)
Enraizamento de segmentos nodais de barbatimdo: onde avaliou-se a influéncia de cinco
doses de AIB no enraizamento de segmentos nodais. Para o experimento 1 verificou-se que 0s
6leos essenciais utilizados ndo geraram diferencas estatisticas sobre a germinacéo, sendo que
apenas o Oleo essencial de alfavacdo ocasionou uma reducdo no IVG. Para o experimento 2
observou-se resultado similar, sendo que os tratamentos com hipoclorito e 6leo essencial de
capim santo promoveram menor porcentagem de sementes contaminadas. Para o experimento
3, notou-se que a auséncia do BAP foi mais eficiente que os demais tratamentos aplicados.
Para 0 experimento 4, observou-se que a auséncia de AIB no meio de cultivo promoveu maior
enraizamento dos explantes. A partir deste trabalho, pode-se concluir que os 6leos essenciais
sdo agentes sanitizantes potenciais para sementes de S. adstringens. Além disso, a espécie
apresenta boa resposta para o cultivo in vitro, sem a necessidade de aplicacdo de horménios

a0 meio de cultura.

Palavras-chave:  Stryphnodendron  adstringens, Plantas  medicinais,  Cerrado,

micropropagacao, cultura de tecidos vegetais
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1 INTRODUCAO

O Cerrado € o segundo maior bioma em extensdo do Brasil, apresentando grande
biodiversidade e com amplo potencial para exploracdo econbémica de muitos produtos
oriundos de seus recursos naturais. Ha espécies vegetais com potencial para exploragédo
econdmica, tais como o pequizeiro, coquinho azedo, fava d’anta e barbatimao.

A espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville popularmente conhecido
como barbatim&o pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae. E nativa e endémica
do Brasil, sendo de interesse econdmico (MEIRA et al., 2016). A madeira pode ser utilizada
na construcdo civil e marcenaria, e as cascas e folhas sdo ricas em taninos. A casca é
empregada popularmente como cicatrizante, adstringente e antisséptica.

Barbatimdo vem sofrendo grande pressdo pelo extrativismo predatorio, e
desmatamento das suas areas de ocorréncia. Nao existem plantios comerciais da espécie, 0
que pode ser justificado pela dificuldade de producdo de mudas. Como muitas especies
florestais silvestres, as sementes de barbatimdo apresentam dorméncia tegumentar, e altos
niveis de contaminagdo por microrganismos, que provocam a reducdo da taxa de germinagédo
e prejudicam a sobrevivéncia das mudas no campo.

Com isso, estudos relacionados com a germinacdo e propagacao via cultura de
tecidos da espécie sdo importantes para subsidiar o processo de producdo de mudas de boa
qualidade, garantindo a sua conservacao.

Diante do exposto, objetivou-se estudar a influéncia de Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Ocimum gratissimum, Lippia origanoides e Lippia rotundifolia na
sanidade e germinacdo de sementes de barbatimdo sob condigfes convencionais e in vitro, e

estabelecer um protocolo para a micropropagacao da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O CERRADO

O bioma ja ocupou uma area de cerca de dois milnhdes de km?. E o segundo maior
bioma brasileiro, ocupando cerca de 25% de todo o territério nacional. Apresenta
biodiversidade rica, porém pouco conhecida. Essa riqueza ocorre devido a diversidade de
ambientes encontrados neste bioma, tais como o campo cerrado e cerraddo (MACHADO,
2004; SCARIOT; SOUZA-SILVA; FELFILI, 2005;).

Além disso, o bioma apresenta diversidade de povos e comunidades, tais como 0s
indigenas, quilombolas, ribeirinhos, quebradeiras de coco babagu, geraizeros, sertanejos,
vazanteiros, ciganos, e diversas comunidades de agricultura familiar. Tais povos utilizam os
recursos naturais como fonte de renda e também como forma de sobrevivéncia (FILIZOLA,
2013). Segundo o mesmo autor, o Cerrado apresenta grande diversidade de produtos da
biodiversidade, tais como o pequi, baru, jatoba, cagaita, araticum, coquinho azedo, fava
d’anta, entre muitos outros. Contudo existem muitas limita¢cdes ao uso sustentavel dos
recursos, sendo o principal o desmatamento.

De acordo com Brasil (2003), cerca de 50% de todo o territério do Cerrado foi
devastado. Sua biodiversidade estd ameacada pelo avangco da fronteira agricola, além da
exploracdo das espécies para variados fins (MENDES; MARTINS; FIGUEIREDO, 2013).
Segundo Machado (2005), a situacdo do bioma é critica e até 2030 estard completamente
devastado.

Para que seja conservado, € necessario que se conheca a biodiversidade presente,
demonstrando toda a sua importancia para manutencdo dos ecossistemas, bem como a
formulacdo de agdes politicas que valorizem as comunidades tradicionais, as quais sdo
dependentes deste bioma por meio do extrativismo de produtos madeireiros e ndo-madeireiros
(TURINI; MACEDO, 2013).

2.2 EXTRATIVISMO NO CERRADO

Para algumas comunidades, o extrativismo de espécies medicinais do cerrado
constitui uma forma de garantia da sobrevivéncia, tendo em vista as dificuldades de
estabelecimento de culturas de subsisténcia, que se ddo predominantemente pela escassez de

agua, fertilidade inadequada dos solos e a falta de investimentos (NUNES et al., 2012).
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Segundo Filizola (2013), o cerrado possui um grande potencial para a exploragédo
extrativista e econdmica. Existem varios produtos Uteis para o homem, seja como
alimentacdo, remédios, utensilios, ferramentas, artesanatos. Tais produtos podem ser oriundos
de flores, frutos, folhas, raizes, latex, resinas ou 6leos.

Muitas espécies do cerrado apresentam potencial econdémico (que pode ser
conferido por propriedades medicinais ou para uso madeireiro) e sofrem com o extrativismo
predatdrio, que é realizado por agricultores regionais, com o objetivo de expandir seus lucros
(AVIDOS; FERREIRA, 2000).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo definidas como aquelas espécies que podem atuar no
combate a doencas, causando destruicdo ou inibicdo do desenvolvimento de organismos
patogénicos. A utilizacdo de espécies medicinais é feita desde a antiguidade, sendo uma
técnica muito antiga (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

As propriedades medicinais sdo conferidas devido a presenca dos principios
ativos, que sdo substancias que podem causar reagdes nos organismos vivos. Os principios
ativos sdo produzidos por meio do metabolismo secundario das plantas, que é resultado da
interacdo planta com o ambiente, e podem ser alcaloides, heterosideos, 6leos essenciais,
taninos, acidos organicos, compostos inorganicos e mucilagens (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001).

Segundo Martins et al. (2000), cerca de metade de todas as espécies vegetais
existentes no Brasil apresenta potencial para uso terapéutico, contudo, menos de 1% destas
espécies foram devidamente estudadas. Como exemplo, pode-se citar o levantamento
realizado por Branddo, Gomes e Nascimento (2006), que estudou 23 espécies nativas do
Brasil com propriedades medicinais, e contatou que apenas 43,5% destas tém produto
registrado pela ANVISA. Dentre as espécies com propriedades medicinais, estdo o pequi,

coquinho azedo, fava d’anta e o barbatimao.
2.4 A ESPECIE Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecido popularmente como
barbatimdo, abaramotemo, barba-de-timan, barbatimdo verdadeiro, barbatimdo vermelho,
casca da mocidade, ibatimd ou uabatimd é uma espécie arbdrea pertencente a familia

Fabaceae subfamilia Mimosoideae (LORENZI, 2008). Apresenta ampla distribuico,
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predominantemente no cerrado. Ocorre nos estados do Tocantins, Bahia, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, S&o Paulo e Parana, nos dominios do
Cerrado e Caatinga, em areas de campos rupestres e cerrado (Lato sensu). E uma espécie
endémica no Brasil (SCALON, 2015). Pode alcancar até 5 metros de altura, apresentando
tronco tortuoso e cascudo. As folhas sdo recompostas, alternas, as flores sdo pequenas,
amareladas e os frutos sdo vagens cilindricas indeiscentes, com cerca de 6 a 9 cm de
comprimento, com sementes de cor parda (LORENZI, 2008). A floracao ocorre de setembro a
novembro e a frutificacdo ocorre de novembro a junho (ALMEIDA et al., 1998).

A planta produz diversos compostos quimicos através do metabolismo secundério,
que agregam a espécie propriedades medicinais, e consequentemente potencial para explosao
econémica (MEIRA, 2012).

Figura 1 — Arvore de [S. adstringens
(Mart.) Coville] em érea de cerrado.

2.4.1 POTENCIAL ECONOMICO E PROPRIEDADES MEDICINAIS DE S.

adstringens

A madeira do barbatimdo apresenta coloragdo avermelhada no cerne com fibras
reversas, indicada para a construcdo civil, obras expostas, marcenaria e torno. Sua casca
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apresenta composicao rica em taninos, sendo empregada na industria de curtume. Segundo
Lorenzi (2008), a madeira gera cinzas pelas quais se pode extrair a dicoada, substancia que
pode substituir a soda caustica no processo de fabricacdo de sabdo artesanal. De acordo com
Nicioli (2006), a espécie pode ser empregada na recuperacdo de areas degradadas e no
paisagismo. A casca € empregada na medicina popular para tratamento de afecgdes
escorbdticas, gonorreia, hérnia, hemorragias, diarreias. Também apresenta propriedades
cicatrizante, adstringente, anti-séptica e hemostatica (ALMEIDA et al., 1998). Segundo
Lorenzi (2008), o decocto das cascas de barbatimao também é empregado popularmente no
tratamento de leucorreia, hemorroidas, conjuntivite e na limpeza de ferimentos. Segundo
Teixeira (2009), a atividade cicatrizante da espécie estd associada a presenca de taninos
condensados. E uma espécie de grande potencial para emprego na medicina, contudo um fator
que pode ser limitante é a sua toxidez.

O barbatiméo j& tem cadeia produtiva consolidada, sendo capaz de gerar renda em
um curto prazo de tempo, contudo ainda séo escassos o0s estudos relacionados com a sua
domesticacdo. Com isso, 0 potencial para extrativismo da espécie tende a ser reduzido, além
de ser substituido por outras atividades (BORGES FILHO; FELFILI, 2003). A espécie é
propagada exclusivamente via sementes. Contudo, ainda sdo escassos na literatura estudos
que relacionem as melhores condigdes para a germinacdo, o que limita o processo de
producdo de mudas (QUEIROZ, 2014).

2.5 GERMINACAO DE SEMENTES FLORESTAIS

Pode-se definir a germinagcdo como 0 conjunto de processos, que vao desde a
embebicdo de dgua pela semente, até a protrusdo radicular. A definicdo do processo de varia
de acordo com o objetivo. Como exemplo, pode-se citar que um viveirista ou um produtor
rural define como a emergéncia da plantula no solo, enquanto que para um analista sementes,
¢ considerada como germinada quando ela produzir todas as estruturas essenciais para
desenvolvimento de uma planta normal, produzindo todas as estruturas essenciais, que S&o:
raiz primaria, hipocaétilo, cotilédones, epicatilo e plimula (DAVIDE; SILVA, 2008).

E crescente o interesse na producdo de mudas de espécies arbéreas nativas, para
utilizacdo na recuperacdo de areas degradadas ou recompor a vegetacao nativa. O processo de
producdo de mudas é uma fase essencial para todo o processo de producéo florestal (SILVA

et al., 2011). Para espécies que apresentam dificuldade para germinacdo, pode-se recorrer a
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germinacdo in vitro, que a mantém sob condicdes assépticas, podendo ser fonte de explantes
para experimentos com micropropagacdo (MARTINOTTO et al., 2007)

2.5.1 GERMINACAO IN VITRO

O cultivo in vitro constitui uma alternativa importante para obtencdo de mudas
bem como a conservacao de recursos genéticos de espécies de interesse cuja propagacao é
dificil. O processo de germinacdo in vitro € importante para a conservacdo de bancos de
germoplasma, uma vez que possibilita a obtencdo de mudas a partir de sementes que possuem
algum impedimento quando expostas a condigdes convencionais (NICIOLI, 2006). O cultivo
in vitro é importante tanto para uma propagacao massal eficiente, quanto para o fornecimento
de explante, para uso na micropropagacao, ou como ferramenta para a aplicacdo de outras
técnicas biotecnoldgicas.

No processo de germinagdo in vitro, utilizam-se tratamentos aplicados as
sementes (agentes desinfestantes), de forma a garantir a auséncia de patdgenos
(NASCIMENTO; FRANCO; FRASSETO, 2007).

2.6 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS E ALTERNATIVOS

De acordo com Machado (2000), o tratamento de sementes pode ser definido
genericamente como qualquer procedimento relacionado com a semente, que pode ser o
manejo ou incorporacdo de agentes quimicos ou biolégicos, ou emprego de produto fisico, de
maneira a garantir ou melhorar o desempenho no campo. Segundo 0 mesmo autor, no controle
de patdgenos associados nas sementes, podem-se utilizar métodos quimicos, fisicos ou
biolégicos, ou o conjunto destes. De acordo com Machado (2008), o uso de defensivos
agricolas em sementes pode comprometer a qualidade do produto final, além de gerar
problemas com a poluicdo gerada a partir de seu uso inadequado, resultando tambeém em
riscos para a saude humana e animal.

Os tratamentos convencionais sao aqueles em que se utilizam produtos quimicos,
sendo de alta toxidade, baixo custo e com boa eficiéncia (SILVA et. al, 2011). Segundo
Amaral (2005), estes produtos geram residuos que ocasionam impactos negativos sobre o
homem e ambiente, além da possibilidade do desenvolvimento de resisténcia por meio dos

patdgenos. Ja os tratamentos alternativos sdo feitos a base de extratos de plantas.
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De acordo com Daronco (2013), é de grande importancia a busca por produtos
alternativos aos agrotoxicos empregados no tratamento de sementes. O uso de extratos de
plantas, assim como Oleos essenciais em substituicdo aos pesticidas quimicos vém sendo
pesquisados, por apresentarem acdo antimicrobiana frente aos microorganismos presentes em
sementes. As propriedades de tais compostos dependem da espécie utilizada, do tipo de
patdgeno, e também do processo utilizado na extracdo dos 6leos essenciais. Apresentam como

vantagem a menor toxidez para 0 homem e ambiente, com eficiéncia comprovada.

2.7 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais sdo compostos de substancias organicas volateis, que
apresentam consisténcia similar a de 6leos, possuindo odor agradavel em muitos casos.
Podem ser obtidos por meio da extragdo em diversas partes das plantas. S&0 empregados
largamente na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e de bebidas, objetivando-se
evitar a degradacdo lipidica, a oxidacdo e problemas de contaminacdo por microorganismos
(MIRANDA et al., 2016; RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Além disso, os o0leos
essenciais podem ser aplicados na micropropagacdo, de forma a manter os explantes livres de
agentes patogénicos (SPINARDI et al., 2011).

Segundo Morais (2009), a composicdo quimica dos 6leos essenciais € variavel,
sendo determinada por diversos fatores, como a genética e condi¢cbes ambientais a que a
planta estd submetida, além de outros fatores que podem direcionar a rota metabdlica de
producéo destes compostos: tais como a época e horario de coleta do material para extracéo.

2.8 MICROPROPAGACAO

A micropropagacdo € a técnica de maior destaque da cultura de tecidos, e tem
como objetivo principal clonar individuos, em escala industrial com altas taxas de
crescimento, produtividade, resisténcia a pragas e doengas, além de tolerar situacGes de
estresse abiotico (DUTRA et al., 2009). A técnica ja apresenta aplicagdo comercial, uma vez
que permite a obtencdo de mudas com elevada qualidade durante todo o ano, contribuindo
também para a producdo de mudas de espécies cujas sementes tenham baixo poder
germinativo (PAIM, 2014). Segundo 0 mesmo autor, a técnica € utilizada em espécies

florestais para amenizar problemas relacionados com a propagacdo seminal, tais como a
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dorméncia das sementes, a perda da viabilidade conforme o tempo de armazenamento, a
dificuldade de coleta, e a producdo irregular de sementes.

De acordo com Couto et al. (2004), ha certa dificuldade para o estabelecimento de
especies florestais in vitro, principalmente quando os explantes sdo procedentes de individuos
adultos, o que aumenta as chances de contaminagdo por patdgenos. Com isso, 0 emprego de
plantulas obtidas a partir da germinagdo in vitro, sob condi¢des controladas torna-se
interessante para a obtencao de explantes para a futura multiplicacdo da espécie.

No cultivo in vitro, a fim de melhorar as repostas da cultura, € indicado adicionar-
se ao meio de cultivo reguladores de crescimento, fatores essenciais para 0 sucesso da
multiplicacdo da cultura (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009).

2.9 REGULADORES DE CRESCIMENTO

Hormonios vegetais ou fitormdnios sdo compostos organicos sintetizados na
planta, ocasionando alguma resposta fisioldgica. Ja os reguladores de crescimento vegetal séo
substancias sintéticas, que atuam como hormonios, influenciando o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Os reguladores mais utilizados no processo de micropropagacao
de plantas sdo: as auxinas e citocininas (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009).

Segundo os mesmos autores, as auxinas podem promover o alongamento de
coleoptilos, divisdo celular e enraizamento adventicio. Dentre as auxinas sintéticas com
aplicacdo na cultura de tecidos vegetais, destaca-se o acido indol-3-butirico (AIB). As
citocininas podem promover a divisdo e diferenciagdo celular. Dentre as citocininas sintéticas,

destaca-se a 6-benzilaminopurina (BAP).
3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Botanica
Sistematica/Fisiologia Vegetal, Plantas Medicinais e Biotecnologia do Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG) entre os meses de setembro
de 2016 a setembro de 2017.

3.1 COLETA, BENEFICIAMENTO E PREPARO DAS SEMENTES

Frutos de barbatiméo (Figura 2) foram coletados em setembro de 2016, no distrito
de Séo Gongalo do Rio das Pedras, municipio Serro, Minas Gerais, e armazenadas em sacos

plasticos até o beneficiamento, que foi realizado em outubro do mesmo ano, com auxilio de
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tesoura de poda. As sementes foram armazenadas em sacos de papel Kraft em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C) até a montagem dos experimentos (aproximadamente dois

meses). Para o0s testes de germinacéo, as sementes foram escarificadas com lixa para madeira.

Figura 2 — Frutos e sementes de Stryphnodendron adstringens

3.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Coletou-se folhas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, (capim-santo); Lippia
origanoides Kunth. (alecrim-pimenta); Ocimum gratissimum L. (alfavacdo); Lippia
rotundifolia Cham. (rosmaninho), no Horto Medicinal do Instituto de Ciéncias Agrarias da
UFMG. O material foi levado a estufa de circulagdo forgada de ar & 45°C até obter peso
constante. ApGs secagem, realizou-se a extracdo dos 6leos essenciais, por meio da técnica de

hidrodestilacdo, com o aparelho clevenger adaptado (Figura 3).

< - — DASEENE, . v

Figura 3 — Clevenger Adaptado, utilizado para extracdo dos 6leos essenciais.
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3.3 TRATAMENTOS, DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E AVALIACOES

Para o presente trabalho, realizaram-se quatro experimentos:

3.2.1 Teste de germinacao de sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

tratadas com 0leos essenciais:

Utilizou-se o DIC, em esquema fatorial 2X6, com duas procedéncias de sementes
(sementes coletadas do solo e sementes coletadas diretamente da planta), e seis agentes
desinfestantes aplicados as sementes: 6leos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,
(capim-santo); Lippia origanoides Kunth. (alecrim-pimenta); Ocimum gratissimum L.
(alfavacdo); Lippia rotundifolia Cham. (rosmaninho), vitavax-thiran e Tween 80, com
concentracédo de 1%, com 4 repeticGes de 50 sementes.

O teste foi conduzido segundo metodologia proposta por Brasil (2009), com
substrato de rolo de papel, onde as sementes foram dispostas sobre duas folhas de papel
germitest umedecido com agua estéril. Foram levadas a cdmara de germinacédo do tipo BOD,
com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O teste teve duracéo total de 14 dias.

Para este experimento, foram realizadas avaliagcdes diarias, onde calculou-se o
indice de velocidade de germinacdo (IVG), calculado de Maguire (1962), sendo: IVG = (G1 /
N1)+ (G2 / N2) +...+ (Gn /Nn), onde: G1 = nimero de sementes germinadas na primeira
contagem; N1 = nimero de dias decorridos até a primeira contagem; G2 = nUmero de
sementes germinadas na segunda contagem; N2 = numero de dias decorridos até a segunda
contagem; n = ultima contagem. Calculou-se também a porcentagem de germinagéo,
considerando-se como germinadas aquelas sementes que tiveram a protusdo radicular e a
porcentagem de sementes contaminadas, considerando as que apresentaram aspecto de

contaminac&o por bactérias ou fungos.

3.2.2 Estabelecimento in vitro de sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville:

Para este experimento, utilizou-se sementes aleatorias (coletadas do solo e da
planta), aplicou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com os tratamentos:
Oleos essenciais de capim-santo; alecrim-pimenta; alfavacdo; rosmaninho, hipoclorito de
sodio e Tween 80, com concentracdo de 1%. Cada tratamento contou com 15 repetigdes,

constituidas por tubo de ensaio contendo um explante (semente).



20

As sementes passaram por lavagem durante 1 minuto em &gua destilada, e
imersdo durante 30 segundos em etanol 70% (v/v). Em cdmara de fluxo laminar, as sementes
foram imersas em cada um dos tratamentos durante 15 minutos. Em seguida, realizou-se a
triplice lavagem em A&gua estéril. Apés a aplicacdo dos tratamentos, inoculou-se
individualmente as sementes em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionado de 7 g L™ de agar, 30 g L™ de sacarose e pH
ajustado para 5,8 =+ 0,1 antes de autoclavagem a 121 + 1 °C e 1,05 atm por 20 minutos. Com o
objetivo de reduzir a oxidacdo causada por compostos fenodlicos, adicionou-se ao meio
polivinilpolipirrolidona (PVP, 1 g L ). A cultura foi mantida em camara de germinagé&o tipo
BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Para este trabalho, avaliou-se as variaveis: Indice de velocidade de germinacéo
(IVG), calculado segundo descrito anteriormente, porcentagem de sementes que apresentaram

alguma contaminagéo e porcentagem de sementes germinadas.

3.2.3 Multiplicacdo e Alongamento de segmentos nodais de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville:

Empregou-se o DIC em esquema fatorial 5X2, com cinco concentragdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) (0; 0,5;1,0;1,5 e 2,0 mg L-%), e duas qualidades de luz (luz comum e
LED), com 15 repeti¢Ges constituidas de um tubo de ensaio contendo um explante (semente).
Acrescentou-se aos meios de cultura o acido indol-3-butirico (AIB) na concentracdo de 0,5
mgL ™, exceto no tratamento com 0 mgL* de BAP.

Inoculou-se individualmente segmentos nodais provenientes das plantulas
germinadas anteriormente, em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), distribuidos nos diferentes tratamentos. Ao meio adicionou-
se 7 g L't de 4gar, 30 g L™ de sacarose e PVP 1 g L%, com pH ajustado para 5,8+ 0,1 antes da
autoclavagem conforme descrito anteriormente. A cultura foi mantida em cémara de
germinacdo tipo BOD, com temperatura 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 45 dias da
inoculacdo, realizou-se avaliacdo, verificando o nimero de brotos, comprimento da parte

aérea e numero de folhas

3.2.4 Enraizamento de segmentos nodais de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville:
Utilizou-se o DIC, com cinco concentracdes de acido indol-3-butirico (AIB) (0;

0,5;1,0;1,5 e 2,0mgL-*), com 10 repeticdes compostas por um tubo de ensaio contendo um
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explante (semente). Ao meio de cultura, acrescentou-se BAP na concentragdo de 1 mgL™ com
excecdo do tratamento de OmgL™* de AIB.

BrotacOes obtidas no experimento realizado anteriormente foram inoculadas
individualmente em tubos de ensaio com 15 mL de meio de Cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), distribuidos nos tratamentos. Adicionou-se ao meio 7 g L™ de agar, 30 g L™
de sacarose, PVP 1 g L', BAP 0,5 mgL-t, com pH ajustado para 5,8+ 0,1 antes da
autoclavagem conforme descrito anteriormente. A cultura foi mantida sob as mesmas
condicdes descritas anteriormente. Para este trabalho, avaliou-se o desenvolvimento dos

explantes.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos experimentos inicialmente foram submetidos ao teste de
normalidade de residuos Shapiro-Wilk a 5% de significancia. Para os que ndo tiveram
distribuicdo normal, realizou-se transformagdo. Procedeu-se a andlise dos dados com analise
de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade e as médias foram analisadas por meio do
teste de Scott-Knot.

Para o experimento (3), realizou-se a regressdao para verificagdo do
comportamento dos dados, sendo que se transformou as variaveis: comprimento da parte

p M , - ! T ;o . .
aérea (VX), nimero de folhas e nimero de brotos (Y* +1). A analise estatistica foi realizada
no software R®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de germinacdo de sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

tratadas com 0leos essenciais:

Na Tabela 1 estdo os resultados obtidos para o indice de Velocidade de

Germinagéo.

Tabela 1 - Valores médios para o Indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) de
sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville tratadas com o0leos
essenciais e coletadas do solo e da planta

Tratamento | Alfavacio | Rosmaninho | G2PIM | Alecrim | Tween | Vitavax-

Santo |Pimenta 80 thiran
Solo 2,67 Bb 3,10 Aa 3,12 Aa 3,02 Aa 3,00 Aa 3,00 Aa
Planta 3,08 Aa 3,12 Aa 3,08 Aa 3,08 Aa 3,03 Aa 3,02 Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas nas colunas, e mindsculas nas linhas, ndo diferem
estatiscamente entre si, pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Conforme observado na Tabela 1, considerando o método de coleta das sementes,
houve diferenca estatistica somente para aquelas tratadas com 06leo essencial de alfavacédo e
coletadas diretamente sobre o solo. Tais sementes tiveram IVG média inferior aos demais
tratamentos aplicados.

Para a porcentagem de sementes germinadas, houve 0 mesmo comportamento,

conforme o disposto na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores medios para porcentagem de sementes germinadas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville tratadas com Oleos essenciais e
coletadas do solo e da planta

Capim | Alecrim | Tween | Vitavax-
Santo |Pimenta 80 thiran
Solo 80 Bb 94 Aa 935Aa 905Aa 90Aa 90 Aa

Planta 92.50 Aa 93,5 Aa 925 Aa 91 Aa 91 Aa 90,5 Aa

Tratamento | Alfavacdo | Rosmaninho

* Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, e minisculas nas linhas, ndo
diferem estatiscamente entre si, pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Conforme a Tabela 2, para a porcentagem de sementes germinadas somente houve
diferenca estatistica para aquelas tratadas com Oleo essencial de alfavacdo que foram

coletadas no solo, apresentando menores médias que 0s demais tratamentos aplicados.
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Os resultados para a porcentagem de sementes contaminadas estdo dispostos na
Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios para porcentagem de sementes contaminadas de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville tratadas com Oleos essenciais e
coletadas do solo e da planta

Tratamento | Alfavacao | Rosmaninho Capim | Alecrim | Tween | Vitavax-

Santo |Pimenta 80 thiran
Solo 3,50 Bb 4,50 Bb 0,50 Aa 2,00Bb 350Bb 4,00Bb
Planta 4,00 Bb 3,50 Bb 1,00Bb 550Bb 3,00Bb 0,50 Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, e minusculas nas linhas, ndo
diferem estatiscamente entre si, pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Pode-se observar na Tabela 3 que as sementes que foram submetidas a tratamento
com o fungicida vitavax-thiran e com 06leo essencial de capim santo, apresentaram menores
taxas de contaminagdo, em comparagao com 0s demais tratamentos aplicados.

O tempo médio para a germinacdo das sementes foi de 5 dias, atingindo o valor
méaximo aos 12 dias. Segundo Almeida et al. (1998) a germinacdo do barbatimao ocorre ap6s
14 dias. Aradjo et al. (2009), avaliando diferentes procedéncias de sementes de
Dimorphandra mollis Benth., constatou que aquelas coletadas diretamente na planta
apresentaram porcentagens de germinacdo superiores aquelas coletadas no solo. Além disso,
0s mesmos autores verificaram menores taxas de contaminacdo nas sementes coletadas na
planta.

Alves et al. (2004), observou que o Oleo essencial de alfavacdo inibiu a
germinacdo de sementes de alface na concentracdo de 1%, a mesma utilizada para este
trabalho. Conforme o observado, o 6leo essencial de alfavacdo apesar de ter proporcionado
médias inferiores aos demais tratamentos, gerou resultados satisfatorios. Magalhdes et al.
(2013) constatou que o Oleo essencial de capim santo teve efeito negativo sobre a
porcentagem de sementes de alface germinadas, resultado contrario ao obtido para este
experimento.

Os resultados obtidos, mostram que os 0leos essenciais utilizados no tratamento
de sementes de barbatim&o proporcionaram boas respostas, podendo ser considerados como
eficientes, uma vez que geraram comportamento similar ao do fungicida Vitavax-thiran, com

a vantagem de apresentarem menor toxidez para 0 homem e ambiente.
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4.2 Estabelecimento in vitro de sementes de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Couville:

Para o teste de germinacéo in vitro, as sementes tratadas com hipoclorito de sodio
apresentaram 1VGs superiores aos demais tratamentos aplicados. Para a porcentagem de
sementes germinadas, o tratamento com alfavacdo resultou em menores valores com relagéo
aos demais tratamentos. Considerando a porcentagem de sementes contaminadas, aquelas
tratadas com Gleo essencial de alfavacao tiveram menor porcentagem de contaminacgéo. Para o
indice de velocidade de germinacdo (IVG), o tratamento com hipoclorito aumentou

significativamente a media.

Tabela 4 - Médias para os resultados de IVG, Porcentagem
germinadas e porcentagem de contaminadas de sementes de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville germinadas in

vitro
Tratamento \ IVG \ % Germinadas \ % Contaminadas
Hipoclorito 1,41a 98,33 a 1,86 a
Rosmaninho 1,08 b 94,00 a 131a
Alfavacao 1,05b 92,33 b 1,16 b
Capim Santo 0,96 b 98,50 a 1,18 a
Alecrim 4 g5 98,33 a 1232
Pimenta
Coeficiente de 3572 4,96 29 82

Variagéo (%)

* Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas nas colunas, e mindsculas
nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knot a 5%

de probabilidade

Conforme observado na Tabela 4, para o IVG, o tratamento com Hipoclorito
proporcionou média superior aos tratamentos com 6leos essenciais. Para a porcentagem de sementes
germinadas e contaminadas, o tratamento com alfavacdo proporcionou médias inferiores aos demais
tratamentos.

Para o presente trabalho, observou-se que os tratamentos aplicados proporcionaram
resultados satisfatorios, uma vez que a germinacao das sementes foi superior a 90%. Freitas, Viegas e
Lopes (2013) observaram porcentagens inferiores de germinacdo para sementes de barbatimdo recém
coletadas. Conforme a literatura, os 6leos essenciais tém agdo fungicida, o que pdde ser observado

neste trabalho.
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O hipoclorito é um agente desinfestante com uso consagrado na cultura de tecidos, uma
vez que proporciona remogdo dos agentes contaminantes. Contudo para o presente trabalho, apesar de

ter gerado resultados satisfatdrios, ndo houve diferenca estatistica para os 6leos essenciais testados.

4.3 Multiplicacdo e Alongamento de segmentos nodais de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville:

Para o comprimento da parte aérea (Gréfico 1), a curva de regressdo ajustada
demonstrou comportamento quadratico, sendo que a dose de 0 mg.L™ proporcionou o maior
desenvolvimento em parte aérea dos explantes. Com relacdo a qualidade da luz, ndo houve

efeito significativo.

Grafico 1 - Comprimento médio da parte aérea de segmentos nodais de S. adstringens sob
diferentes concentracdes de BAP
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** Parametro significativo a 5% de probabilidade
Para a variavel nimero de brotos, houve efeito significativo para a qualidade da
luz, sendo que a luz LED promoveu maior nimero de brotos para a concentragdo de 0,5 mg L
! de BAP, em relacdo a luz comum. A curva de regressdo ajustada (Grafico 2) teve

comportamento quadratico.
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Grafico 2 - Numero médio de brotos de S. adstringens sob diferentes
concentra¢des de BAP e duas qualidades de luz
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** Parametro significativo a 5% de probabilidade

De acordo com o grafico é possivel verificar que para concentragdes acima de 0,5
mg L-1 houve uma reducdo da caracteristica avaliada, um comportamento praticamente
estavel. Reguladores de crescimento apresentam efeito inibitorio sob altas concentragdes, o
que justifica os resultados inferiores nas doses altas. Em geral, a micropropagacao de espécies
pode ser dificultada por varios fatores, tais como baixa velocidade de multiplicacdo e
recalcitrancia para formacdo de brotos, explicando bem os resultados obtidos no presente
trabalho. Erig e Such (2006), avaliando a qualidade de luz e diferentes concentraces de BAP
para multiplicacdo de macieira in vitro, verificou que a luz LED promoveu boas respostas
para a espécie, aumentando o numero de gemas e brotos dos explantes.

Os resultados obtidos mostram que os explantes de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville cultivados em condigdes in vitro sdo capazes de apresentar uma resposta
fisiolégica mesmo em meio de cultivo com auséncia de regulador de cre scimento. Esse
resultado revela que os explantes de S. adstringens (Mart.) Coville sdo totipotentes,
competentes e também apresentam capacidade de determinacdo, ou seja, mesmo na auséncia
de um meio indutor os explantes apresentam respostas fisiologicas satisfatérias. Ou também
pode-se dizer que as concentracGes de BAP testadas no presente estudo ndo induziram uma
resposta fisioldgica para a caracteristica avaliada. Concentragdes crescentes do regulador de
crescimento BAP provavelmente provocaram um efeito fitotoxico nos explantes, limitando

assim o desenvolvimento da parte aérea.
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Pasa et al.(2012), avaliando a influéncia da qualidade da luz e diferentes
concentragOes de BAP e AIB em amoreira preta in vitro, obteve resultados positivos para a
concentracio de 0,8 mg L™ de BAP, que promoveu o aumento de brotacbes para a espécie
estudada. Este resultado difere do encontrado para este experimento, que teve resultados
melhores com 0 e 0,5 L™ acrescido ao meio. A resposta dos explantes a doses de reguladores
de crescimento é variavel conforme a espécie trabalha, além de outros fatores externos e
intrinsecos.

Considerando o numero de folhas, observou-se que houve efeito significativo para
a qualidade da luz, sendo que a luz comum proporcionou maiores médias em relacdo a luz

LED, conforme o disposto na tabela 5.

Tabela 5 - Numero médio de folhas de segmentos
nodais de S. adstringens sob duas qualidades de luz

Qualidade de luz NEmero medio de

folhas
Comum 1,34 a
LED 1,16 b

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knot a 5% de

probabilidade.

A curva de regressdo ajustada para o numero de folhas apresentou comportamento

quadratico (grafico 3).

Grafico 3 - Numero médio de folhas de segmentos nodais de S.
adstringens sob diferentes concentracoes de BAP e duas qualidades de luz
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Ao observar o gréfico é possivel notar que a utilizacdo do regulador de crescimento
BAP ndo promoveu uma resposta satisfatoria para niamero de folhas, sendo o tratamento
controle o responséavel pelo maior numero de folhas. Para o estabelecimento de um protocolo
de multiplicagdo in vitro, o balango hormonal auxina/citocinina ou o uso isolado de
reguladores de crescimento € de fundamental importdncia para se obter uma resposta
fisiologica desejada e, no presente trabalho nota-se que concentra¢des reduzidas do regulador
de crescimento j& foi suficiente para induzir respostas fisiologicas. Talvez com o uso de uma
outra citocinina a espécie estudada se comportaria de forma semelhante ou diferente e por isso
recomenda-se a realizacdo de mais estudos com BAP testando concentracdes entre zero e 0,5
mg L-1 e também o uso de outras citocininas.

Sabendo da dificuldade de propagagdo in vitro das espécies lenhosas e
principalmente do comportamento recalcitrante dos explantes, em especial de aqueles em fase
de desenvolvimento tardio. O presente trabalho induziu respostas fisioldgicas em explantes
mais juvenis e tal escolha pode ser explicada por diferentes autores. Do ponto de vista
fisioldgico e experimental, para estabelecer um protocolo de propagacéo in vitro para espécies
lenhosas € mais viavel tecnicamente trabalhar com plantulas in vitro, pois nessas condicGes 0s
explantes se encontram em estadio juvenil e possuem maior capacidade de crescimento e
resposta dos tecidos a aplicacdo exogena de reguladores vegetais (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; PRADHAN et al., 1999; NOLETO; SILVEIRA, 2004).

Asmar et al. (2012), obteve resultados similares ao avaliar concentracfes de BAP
sobre a multiplicacdo in vitro de Lippia alba, sendo que para o nimero de folhas, os
resultados foram superiores na auséncia da citocinina, e com 0 aumento da concentracdo
ocorreu inibicdo. Para o comprimento da parte aérea, foi observado o mesmo efeito pelos

autores.

4.4 Enraizamento de segmentos nodais de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville:

Os resultados estdo dispostos no quadro (1). Pode-se observar que as melhores
concentragdes para comprimento da parte aérea para a espécie estudada estdo entre 0 mg L2 e
0,5 mg L™ de AIB. Porém, o objetivo desejado nesse experimento néo foi alcangado, ou seja,
a inducéo de raizes adventicias nas brotacGes obtidas no experimento anterior. Mais uma vez
observa-se um comportamento recalcitrante de espécies lenhosas para a caracteristica
avaliada, confirmando hipoteses apresentadas por diferentes autores no tocante ao cultivo in

vitro de espécies lenhosas.
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Figura 4 — Influéncia de concentragbes de Acido indolbutirico (AIB) sobre o
desenvolvimento de explantes de S. adstringens
Omg L™ 05mgL? 1,0mgL? 1,5 mg L 2,0mgL?

Fonte: Da autora, 2017.

Conforme observado, doses superiores a 1,0 mg L' de AIB inibiram o
desenvolvimento de segmentos nodais de barbatiméo, o que pode ser resultado de fitotoxidez
para a espécie. O experimento ndo foi suficiente para promover o enraizamento in vitro do
barbatimao.

Em alguns materiais ocorreu desenvolvimento de calos na base dos mesmos,
comportamento que pode ocorrer quando a concentracdo de auxina no meio é excessiva,
comprometendo a rizogénese e o crescimento da parte aérea. Provavelmente as concentracfes
testadas ndo foram adequadas para induzir a formacdo de raizes nos explantes da referida
espécie. Apos aproximadamente 75 dias apds a inducdo de raizes com o regulador de
crescimento AIB foi verificado um inicio de formacdo de raizes adventicias em alguns

materiais in vitro, ndo sendo representativos.
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Figura 5 — Explante de Stryphnodendron
adstringens com a formagdo de raizes

5 CONSIDERACOES FINAIS

Ap6s a avaliagdo das condicbes para a assepsia e multiplicacdo de
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, recomenda-se:

a) Assepsia das sementes com 6leo essencial de capim-santo, rosmaninho, alecrim
pimenta ou alfavacao, a 1%, acrescido de Tween 80 a 1%;

Para o estabelecimento in vitro, recomenda-se

b) Assepsia das sementes com 6leo essencial de capim-santo, rosmaninho, alecrim
pimenta ou alfavacdo. a 1%, acrescido de Tween 20 a 1%;;

c) Cultivo em luz comum;

d) Obtencéo da plantula in vitro apos 30 dias;

e) Retirada de segmentos nodais para inoculagéo;

f) Inoculagdo de segmentos nodais em meio MS, acrescido 30g.L™ de sacarose;
69.L* de agar e filme plastico como vedagéo;

g) Acrescentar ao meio de cultura 0,5 mg L ** de BAP;

h) Manter a cultura sob presenca de luz;
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1) Realizar novos experimentos de forma a promover 0 enraizamento das

brotacdes.

6 CONCLUSAO

A partir deste trabalho, pode-se concluir que os 6leos essenciais de rosmaninho,
capim santo, rosmaninho e alecrim pimenta apresentam potencial para tratamento das
sementes de barbatimao, uma vez que proporcionou comportamento similar ao obtido com o
antifangico vitavax-thiran e o hipoclorito para germinagéo ex vitro e in vitro. Para o cultivo in
vitro da espécie, pode-se concluir que as melhores respostas sdo obtidas sem a adi¢do de BAP
e AIB.
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