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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar métodos de desinfestacdo de sementes para o
estabelecimento in vitro e concentragdes de regulador de crescimento vegetal para a
micropropagacdo de Dimorphandra mollis Benth. Foram realizados trés experimentos: O
primeiro, estabelecimento in vitro de sementes com o uso de 6leos essenciais de Cymbopogon
citratus; Lippia origanoides; Ocimum gratissimum; Lippia rotundifolia e hipoclorito de sodio.
O segundo, multiplicacdo e alongamento com o uso de diferentes concentragdes de BAP (0;
0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mgL-%). O terceiro, enraizamento de brotagbes com o uso de diferentes
concentracdes de AIB (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mgL-?). Os experimentos foram arranjados em
delineamento inteiramente casualizado, com 15 repeticGes. Os explantes foram inoculados
individualmente em tubo de ensaio contendo 15 mL de meio MS, distribuidos nos diferentes
tratamentos e mantidos em ambiente de cultivo, sob condi¢cdes ambientais controladas. Apos
o tempo de incubacdo determinado em cada experimento foram realizadas as seguintes
avaliacBes: porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG),
porcentagem de contaminacdo e oxidacdo, comprimento da parte aérea, nimero de brotos e
namero de raizes, nimero de folhas, presenca e auséncia de raizes, presenca e auséncia de
calos. Verificou-se no presente trabalho que a oxidacéo foi controlada com o uso do PVP. A
maior porcentagem de germinacdo foi observada no tratamento com capim santo (92%)
seguida pelo hipoclorito de sddio (58%). Para desenvolvimento das plantulas, quanto ao
comprimento da raiz, comprimento da parte aérea, niUmero de raizes e nimero de folhas
apresentaram resultados superiores para os tratamentos com 0Oleo essencial de capim santo e
hipoclorito de sodio, sendo que esses parametros foram ausentes para o Oleo essencial de
rosmaninho. Dentre todas as concentracdes de BAP testadas, verificou-se que para o nimero
médio de brotos, nimero médio de folhas e comprimento da parte aérea a aplicacdo de 1,0
mgL-* proporcionou a melhor resposta. Os calos foram encontrados durante toda a fase de
multiplicacdo e ndo houve emissdo de raizes. De posse dos resultados conclui-se que o capim
santo, agente ndo nocivo a salde humana, é recomendado para a remoc¢do de contaminantes
em sementes de fava d’anta destinadas ao cultivo in vitro e emissdo de primordios radiculares
(adventicias) e folhas. A utilizacdo de 1,0 mgL-* de BAP promove o surgimento de brotagdes

em segmentos nodais de fava d’anta.

Palavras- chave: Plantas medicinais. Cerrado. Cultivo in vitro. Faveira.
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1 INTRODUCAO

Espécie nativa do territério brasileiro e considerada uma importante fonte de
compostos quimicos para a industria farmacoquimica sendo comercializada apenas por meio
do extrativismo. Essa espécie tem seus frutos coletados nas areas de Cerrado e na grande
maioria das vezes de forma desordenada. Sendo que tal atividade extrativista, pode acarretar a
perda da variabilidade genética da espécie (NUNES et al., 2012).

Isso se deve ao fato de ter intensificado os estudos sobre as plantas medicinas,
principalmente para a compreensdo de espécies que fornecem farmacos importantes para a
indastria (BLANK et al., 2006). Dentre as plantas medicinais estudadas pelo potencial
econdmico, destaca-se a Dimorphandra mollis Benth. Trata-se de uma espécie arbdrea
decidua, caracteristica do bioma Cerrado sentido restrito, pertencente a familia Fabaceae,
popularmente conhecida como fava- d’anta, favela ou faveira (SOUZA et al., 2016).

Devido a sua relevancia medicinal e a necessidade de conservacdo da fava-
d’anta, diversos estudos da propagacgéo tém sido realizados, a fim de obter maior quantidade
de individuos, homogéneos e de boa qualidade fitossanitaria. Um dos setores que busca obter
tal produto € a cultura de tecidos, por meio da técnica da micropropagacdo. Entretanto, para se
micropropagar uma espécie in vitro, deve-se primeiro promover o estabelecimento da espécie.
No entanto, a fava- d’anta, assim como a grande maioria das plantas nativas e lenhosas
apresentam dificuldades ao cultivo in vitro (SATO et al., 2001). Principalmente matrizes em
estadio adulto, que além das dificuldades em respostas do propagulo vegetativo a propagacéo,
normalmente esses explantes! apresentam alta contaminacgdo por fungos e bactérias, e ainda
liberagdo de compostos fendlicos que podem oxidar o meio nutritivo (XAVIER;
WENDLING,; SILVA, 2013).

Para espécies nativas e lenhosas, assim como para as espécies em geral, a primeira
etapa a ser considerada para a realizacdo do 6timo estabelecimento in vitro é a desinfestacédo
de explantes. A segunda etapa é a multiplicacdo dos propagulos, sendo esta considerada de
fundamental importancia para a obtengdo e manutencdo de um namero satisfatério de plantas,
as quais podem ser reintroduzidas nos seus habitats naturais ou para uso em programas de
conservacao in vitro. Diante do exposto, a presente pesquisa objetiva avaliar métodos de
desinfestacdo de sementes para o estabelecimento in vitro e concentracdes de regulador de

crescimento vegetal para a micropropagacéo de fava - d’anta.

1 Segmento de tecido ou 6rgéo vegetal retirado do seu sitio natural e utilizado para iniciar uma cultura in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Bioma Cerrado

O Cerrado € considerado o segundo bioma da América do Sul, ocupando uma area
de 2.036.448 kmz, cerca de 22% do territorio nacional (MMA, 2017). Ocupa a totalidade do
Distrito Federal, mais da metade dos estados de Goias (97%), Maranhdo (65%), Mato Grosso
do Sul (61%), Minas Gerais (57%) e Tocantins (91%), além de por¢des de outros seis estados
(IBGE, 2017). Ha relatos também de ocorréncia em areas disjuntas dos estados do Amapa,
Amazonas, Para, Roraima e sul do Parand. Esse bioma é muito importante para o
abastecimento hidrico do pais, ja que é banhado por trés das maiores bacias hidrograficas
brasileiras, a Bacia do Rio da Prata, S&0 Francisco e Tocantins-Araguaia (MMA, 2017)
(FIGURA 1).

Figura 1- Mapa de dominio do bioma Cerrado no Brasil

Fonte: World Wildlife Fund, 2017

Devido a sua elevada biodiversidade bioldgica e alto grau de endemismo, Cerrado
é considerado como o primeiro bioma brasileiro a entrar na classificacdo de hotspots para a
conservacdo de biodiversidade mundial (MMA, 2017). Dentro do Cerrado existem trés
centros de endemismo: Cadeia do Espinhaco, localizada em Minas Gerais e Bahia; Vao do
Parana, em Goias e Tocantins e Vale do Araguaia, Mato Grosso, Tocantins e leste do Para
(SILVA; BATES, 2002).

O Cerrado possui vegetacdo muito diversificada, sendo composta por gramineas,
arbustos e predominancia de espécies arbdreas, que podem formar um dossel continuo ou

descontinuo. As arvores encontram-se esparsas pelo terreno, com adaptacdes morfoldgicas e
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ecofisioldgicas, como cascas espessas, caules tortuosos, raizes profundas que facilitam a
absorcdo de agua presente no solo (DURIGAN et al., 2011). O solo apresenta caracteristicas
acidas, devido ao elevado teor de aluminio e 6xidos de ferro (PINTO, 2012). Entretanto
apesar da elevada biodiversidade encontrada nesse bioma, ainda é pouco o conhecimento
sobre a ecologia das suas espécies (EMBRAPA, 2017).

Entre tantas espécies presentes nesse bioma, as com propriedades medicinais estao
entre as mais importantes. Porém, apenas 1 % das espécies medicinais do bioma Cerrado
foram estudadas (VIEIRA et al., 2002 apud NUNES, 2010). Isto evidencia o potencial de
compostos quimicos que poderiam ser aproveitados pelas inddstrias farmacologica e de

cosmeéticos.

2.2 Plantas Medicinais

Desde a Antiguidade as espécies medicinais sdo usadas pelos povos asiaticos, e
depois passaram a ser objeto de desejo dos europeus durante a Idade Média. No Brasil, 0s
povos indigenas ja utilizavam de algumas plantas nativas para alimentacdo e curas de
enfermidades e dentre outras utilizacbes domésticas, antes mesmo de ser colonizado pelos
portugueses, (CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1994).

A procura por habitos mais saudveis tem aumentado a demanda por produtos
naturais a base de espécies vegetais, principalmente nos paises desenvolvidos e nos
emergentes. Com este aumento na demanda, muitas espécies tem sido exploradas de forma
desordenada. Onde o0 uso consciente, parte das comunidades tradicionais, devido aos aspectos
culturais de cada regido. Portanto, sdo poucas as espécies exploradas de forma sustentavel
(NUNES, 2010).

A busca por habitos mais saudaveis de vida tem aumentado a procura por
produtos oriundos de espécies medicinais, principalmente nos paises mais desenvolvidos ou
em paises emergentes (SILVA; ANDRADE, 2005). Geralmente, as populacdes mais
tradicionais valorizam mais os potenciais de utilizacdo das espécies com propriedades
medicinais, jA que essas estdo ligadas aos aspectos culturais de cada regido (SILVA;
ANDRADE, 2005; PIRES et al.,2014).

Neste contexto, o Brasil encontra-se privilegiado, pela elevada diversidade da
flora nativa. Por essa razdo, inUmeras pesquisa sdo realizadas em todo o territério nacional,
na busca de elucidar informagcbes sobre manejo e comercializagcdo, tanto para exploracéo
sustentavel como para conservacao de diversas espécies medicinais, visando a conservacéo do

bioma. Destaca-se, a fava- d’anta espécie arbdrea nativa do bioma, que tém sofrendo forte
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pressdo antropica, especificamente diante da procura indiscriminada de seus frutos (favas),
para a exploracdo da rutina de interesse do mercado internacional (NUNES et al., 2012).

2.3 Dimorphandra mollis Benth.

Dimorphandra mollis Benth. (fava - d” anta) é uma espécie da familia Fabaceae,
leguminosa que ocorre em areas do cerrado e semiarido (centro-oeste), norte de Minas Gerais
(OLIVEIRA et al., 2008). E popularmente conhecida como faveira, favela, falso- barbatimao,
farinheiro, faveiro-do-cerrado, farinha e barbatimao-de-folha-miuda (ALMEIDA et al., 1998;
NUNES et al., 2012).

A espécie € arbdrea, podendo atingir até 15 metros de altura e seu tronco possui
uma casaca cinza-vinho (FERRI, 1969; NUNES et al., 2012). As folhas sdo alternas,
compostas, pinadas, pecioladas e sem estipulas; as pinas possuem de 6 a 12 pares; os foliolos
sdo ovados ou oblongos e alternos (LORENZI; MATTOS, 2002). Suas inflorescéncias séo
amarelas, do tipo espiga corimbiformes terminais) e nds superiores desfolhados, pode
apresentar até 500 folhas, com célice cupuliforme, 5 lobos arredondados, pentameras livres e
subiguais, cinco estames e anteras rimosas. O ovario é supero, unilocular, subséssil, com
muitos dvulos parietais (CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1994) (FIGURA 2).

Figura 2- Detalhes da inflorescéncia disposta em espigas corimbiformes da fava - d’anta
(Dimorphandra mollis Benth.). (A) inflorescéncia com bot6es florais e (B)- inflorescéncia pos
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Fonte: NUNES, 2010, pagina 27

Esta espécie possui frutos do tipo semideiscentes a deiscentes achatados
(LORENZI e MATOS, 2002), com abertura longitudinal, com grande quantidade de
sementes, que tem aproximadamente 16 a 26 mm de comprimento (FERRI, 1969; ALMEIDA

et al., 1998) (FIGURA 3). Os frutos e sementes possuem um flavandide conhecido como
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rutina, que é utilizado pela inddstria farmacologica em remédios para hipertenséo arterial,
prevencdo de hemorroidas, auxilia na absorcéo de vitamina C, promove resisténcia dos vasos
capilares, atua na oxidacdo de radicais livres, etc (YOKOZAWA; DONG; LEIU; SHIMIZU,
1997; PAULA et al., 2007).

Figura 3- Frutos e sementes de fava d'anta (Dimorphandra mollis Benth.)

Legenda: A) Fruto verde e (B) Fruto seco
Fonte: NUNES, 2010, pagina 28

Essa espécie produz grande quantidade de sementes viadveis, porém com
dorméncia tegumentar, o que dificulta a sua germinagéo. Sua floragcdo ocorre somente entre 0s
meses de outubro a fevereiro, com pico no més de novembro e a frutificacdo ocorre nos meses
de janeiro a julho (ALMEIDA et al.,1998). Sabe-se que no Cerrado, atividades como o
extrativismo, garimpo e mineracgdo, praticadas de forma intensa e desordenada reduz a
variabilidade genética da espécie, prejudica sua propagacdo e consequentemente diminui a
populacdo de individuos adultos (NUNES, 2010).

2.4 Propagacao

Grande parte das espécies lenhosas sdo heterozigéticas, impostas por alogamia
obrigatoria para a reproducdo dessas plantas, sendo a via seminal a principal forma de
propagacdo (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). D. mollis produz anualmente 3.700
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unidades/KG fruto, com viabilidade acima de quatro meses (LORENZI, 1992). Apesar da
grande quantidade de sementes viaveis (LORENZI, 1992), suas sementes apresentam
tegumento rigido, que dificulta a sua embebicdo e, consequentemente, a sua germinacéo,
apresentando dorméncia fisica (RIZZINI, 1965 apud OLIVEIRA et al., 2008).

As sementes de fava - d’anta ainda apresentam alta contaminagdo por
microorganismos fitopatogénicos que interferem na germinacdo e vigor. Segundo Giuliano et
al. (2005) depois de germinadas, a maioria das plantulas morrem precocemente. E para
aumentar a viabilidade do cultivo e manutencdo dessa espécie a cultura de tecidos, € uma
alternativa para propagagéo.

Os 0leos essenciais sdo produtos secundarios presentes nas plantas, que possuem
composicdo quimica variada, 0 que garante a espécie vantagens adaptativas (MIRANDA et
al., 2016). A presenca diferenciada de constituintes quimicos nos éleos essenciais faz com
que esses apresentem diferentes finalidades, uma das mais importantes é a capacidade de
reduzir a contaminacdo por fungos e bactérias (GUTIERREZ, BARRY-RYAN; BOURKE,
2008).

2.4.1 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos promove o crescimento e desenvolvimento de células, tecidos
ou 6rgdos vegetais em meio de cultura e sob condi¢cdes controladas de temperatura e
luminosidade. Tal area se tornou uma alternativa de grande interesse para o setor florestal,
visando a aquisi¢do de materiais selecionados (XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013).

O sucesso da propagacdo in vitro requer dominio da técnica e escolha adequada
do propagulo para o estabelecimento e manutencdo da cultura (CARVALHO et al., 2011). E
interessante realcar que o propagulo? se refere a uma parte de uma planta, o qual respondera a
estimulos fisioldgicos e apresentara competéncia para produzir novas plantas, devido a
totipoténcia (XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013).

A cultura de tecidos apresenta inimeras vantagens como a producdo de plantas
isentas de pragas e doencas, propagacdo clonal e macica de espécies vegetais, controle das
condicBes de cultivo, produgdo independente da época do ano, menor espaco fisico para
producdo das mudas, consequentemente menos tempo gasto para produgdo. Além de
conseguir a reproducéo de espécies que naturalmente sdo dificeis de ser propagadas por outros
métodos convencionais (CARVALHO et al., 2011).

2 Entre os tipos de propagulos incluem-se sementes, estacas, estruturas florais, segmentos vegetativos, gemas,
bulbos e estales, etc.
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Dentre as aplicag¢des da cultura de tecidos na area florestal tem-se a conservacéo
de germoplasma in vitro; auxilio em programas de melhoramento; sementes sintéticas através
da embriogénese somatica; introducdo de genes de interesse por meio da polinizagéo in vitro
(XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013).

Dentre as diferentes técnicas aplicadas ao cultivo in vitro, a micropropagacdo ou
propagacao vegetativa é a mais utilizada pela rapida geracdo de plantas e com aplicacdes ja
comprovadas (XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013). Atualmente a micropropagacao ja se
encontra dentro dos programas de melhoramento florestal que buscam a maximizacdo ou
manutencdo do valor genético do clone a ser propagado. O que permite acelerar os métodos
convencionais de propagacdo ja empregados. No entanto, antes de se micropropagar uma
determinada espécie é necessario realizar o estabelecimento da cultura em condi¢es in vitro.
O sucesso no estabelecimento depende da ndo ocorréncia de alguns eventos, tais como,

oxidagéo e contaminagéo.
2.4.1.1 Estabelecimento in vitro: Agentes desinfestantes e Tempo de imersdo

O estabelecimento in vitro de plantas € uma etapa importantissima para o
posterior sucesso de uma determinada técnica de cultura de tecidos a ser aplicada. No
estabelecimento, o uso do alcool para quebrar a tensdo superficial do material a ser inoculado,
a concentracdo adequada de um desinfestante, agente responsavel pela remocdo de
contaminantes na superficie do material, seja o hipoclorito de sédio, 4&gua oxigenada, cloreto
de mercurio ou bicloreto de mercario (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e outros
agentes alternativos como 0leos essenciais (MIRANDA et al., 2016). Fatores relevantes para
que o estabelecimento in vitro promova o cultivo sem perdas por contaminagéo,
principalmente fungos e bactérias.

A origem do local de coleta dos propagulos para obtencdo dos explantes e a
assepsia realizada é diretamente proporcional ao sucesso do cultivo in vitro. Por exemplo,
material vegetal oriundo de plantas em condicGes de campo sdo suscetiveis as intempéries do
ambiente e ao ataque de pragas e doencas. Tais materiais, quando coletados nessas condicdes,
0 estabelecidos in vitro, apresentam um maior indice de contaminacéo, diferente de materiais
que sdo cultivados em condigOes protegidas, como casa de vegetacdo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Encontra-se na literatura varios procedimentos de assepsia realizados para
diferentes espécies medicinais, 0s quais sdo relatados por Resende et al. (2015) que obteve

90% da cultura de Lippia rotundifolia Cham. livre de contaminacdo por fungos e bactérias,
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por meio da utilizacdo de alcool 70% (v/v), hipoclorito de sddio (2%) e fungicida 1,72 mM .
Outro exemplo é Lippia sidoides Cham. com submersdo em hipoclorito de sddio 0,8% e
cefotaxima sddica 200 mg L-! correspondendo a reducdo na oxidacdo dos explantes e
contaminacdo (COSTA et al., 2007).

Protocolos de assepsia e estabelecimento também sdo encontrados para outras
espécies, como relatado por Pereira et al. (2011) que trabalharam com a desinfestacdo de
explantes de Musa sp. e observaram que com o cloro ativo na concentracdo de 2% nao foi
verificada nenhuma contaminacdo. Ja para jabuticabeira (Myrciaria spp.) a utilizacdo de
hipoclorito de sodio a 5% foi satisfatdria na reducéo da contaminacdo (PICOLOTTO et al.,
2007). Para o barbatimdo [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] recomenda-se a
aplicacdo do fungicida comercial Benomyl a 2% (Castro et al., 2009).

De posse do protocolo de assepsia adequado, além do e consequente
estabelecimento dos explantes, é viavel sua multiplicacdo em condicGes in vitro, ou seja, a
aplicacdo da micropropagacdo (XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013).

A micropropagacdo € uma técnica da cultura de tecidos que busca reproduzir
plantas idénticas a planta mde, também conhecida como propagacdo vegetativa in vitro
(CARVALHO et al., 2011). As fases da micropropagacdo incluem desde a selecdo do
explante que possibilita uma cultura livre de contaminantes, até a multiplicacdo de propagulos
vegetativos, considerando todas as etapas do cultivo como: enraizamento, alongamento e
aclimatizacdo das mudas obtidas (XAVIER; WENDLING, SILVA, 2013).

Assim sendo as fases sdo: Fase I- selecdo de explantes, desinfestacdo e
estabelecimento da cultura em condicfes in vitro; Fase Il- multiplicacdo dos propéagulos
através de sucessivas subculturas em meio de cultura adequado a propagacdo; Fase Ill-
enraizamento e alongamento dos propagulos vegetativos obtidos no estadio anterior e Fase
V- aclimatizacdo das plantas obtidas na condicdo in vitro para a condi¢do ex vitro (XAVIER;
WENDLING, SILVA, 2013).

Apesar da técnica da micropropagacdo apresentar elevado custo inicial, a mesma
disponibiliza a producdo de mudas em escala comercial, homogéneas e isentas de pragas e
doencas. Caracteristicas desejaveis para a industria farmacéutica, a qual demanda quantidade
de material, principalmente plantas com metabdlicos secundarios satisfatérios (LIMA et al.,
2007).

Existem diversas formas de se realizar a micropropagacdo, as mais usuais sao

proliferacdo e indugdo de gemas apicais e axilares, organogénese e embriogénese somaética
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(THORPE et al., 1991). Para os autores Mantovani; Heinz e Vestena (2001) as plantas
lenhosas sdo mais faceis de serem propagadas utilizando como explantes as gemas axilares.
Essa técnica envolve o isolamento de 6rgdos meristematicos pré-formados, como gemas
axilares ou apicais, que sdo estimulados a crescer mediante a adicdo de reguladores de
crescimento no meio de cultura (CARVALHO et al., 2011).

Para a micropropagagdo, o0s explantes a serem trabalhados devem ser de
preferéncia mais juvenis e também responsivos aos estimulos induzidos pelos reguladores de
crescimento (auxinas e citocininas), 0s quais sdo responsaveis pelo crescimento celular e
divisdo celular dos explantes in vitro. Material juvenil possui alto grau de atividade
meristematica e dessa forma mais plasticidade ao cultivo in vitro (MURASHIGE & SKOOG,
1977).

2.4.2.1 Reguladores de Crescimento

Os reguladores de crescimento ou substancias reguladoras de crescimento vegetal
sdo compostos sintéticos incluidos no meio de cultura, em quantidade pequena a fim de
estimular, inibir ou modificar o crescimento e desenvolvimento do explante in vitro.
Reguladores de crescimento sdo adicionados ao meio com a fungdo de induzir resposta
fisiologica de acordo com o objetivo proposto, sendo bastante utilizados nos protocolos de
micropropagacao de diferentes espécies (CARVALHO et al., 2011).

As auxinas estimulam o desenvolvimento da parte aérea através do crescimento
e alongamento das células, além da inducdo de raizes adventicias e o controle da morfogénese
na micropropagacdo (CARVALHO et al., 2011). Para os autores Taiz e Zeiger (2004) as
auxinas também promovem o crescimento de caules e coledptilos, regulam a dominéancia
apical, retardam a abscisdo foliar e regulam a formacdo de gemas florais e frutos. Ja as
citocininas sdo responsaveis pela quebra da dominancia apical e inducdo das gemas axilares
(NASCIMENTO; FRANCO; FRASSETTO, 2007).

A citocinina BAP (benzilaminopurina), objeto de estudo do presente trabalho atua
na divisdo celular e em condic¢des in vitro, combinada com auxina, é responsavel pela
formacdo da parte aérea da planta e formagdo de brotacdes adventicias (LUCAS et al., 2007).
Além da divisdes celulares, as citocininas também sdo importantes na morfogénese in vitro
através da inducdo do caule, na expansao foliar, movimento de nutrientes, retardamento da
senescéncia foliar, etc (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Vaérios trabalhos com plantas medicinais foram desenvolvidos no sentido de

elucidar a influéncia das substancias reguladoras de crescimento no cultivo in vitro. Asmar et
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al. (2012) trabalhando com Lippia javanica (Burm.f.) Spreng obteve sobrevivéncia maxima
em tratamentos onde se aplicou BAP no meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),

independente da concentracdo. No entanto, trabalhos com Lippia alba Kavach promoveram a

regeneracdo de brotos apicais em meio MS com concentracdo de 2.0 mg L 1 ge BAP
(GUPTA; KHANUJA; KUMAR, 2001).

De acordo com os resultados encontrados por Castro et al. (2009) em meios
acrescidos de BAP e na auséncia de luz, 25% das areas dos explantes de Stryphnodendron
adstringens foram cobertos por calos, sendo que na auséncia de regulador de crescimento e
presenca de luz ndo houve presenca de calos. Estudos realizados por Santos et al.(2008)
verificaram que concentragdes 1,78 e 3,55 pM promoveram maiores porcentagens de calos
em sempre-viva (Syngonanthus mucugensis Giulietti) e Cordeiro et al. (2007), trabalhando
com parica (Schizolobim amazonicum Huber ex Duck), notaram formacdo de calos em
explantes mantidos na presenca de BAP, combinado com AIB. Entretanto, os mesmos
explantes cultivados apenas com AIB ndo formaram calos, evidenciando que a combinagao de
auxina/citocinina em determinada concentracao favorece a formacao de calos.

Tais trabalhos mostram a importancia do uso adequado de reguladores de
crescimento para lograr éxito na micropropagacdo. E importante ressaltar que o equilibrio
entre auxina e citocinina é fundamental para o sucesso da propagac¢do das plantas, onde alta
relacdo favorece o enraizamento, a baixa relacdo deste regulador, favorece a formacdo de
brotacdes e o alto nivel de ambas favorece o desenvolvimento de calo (QUADROS, 2009).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Biotecnologia/ Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICA/UFMG), entre os meses de maio a agosto de 2017.

3.2 Material genético

Os frutos de Dimorphandra mollis Benth. foram coletados no entorno da
cidade de Montes Claros- Minas Gerais, na comunidade Planalto Rural. As sementes foram
beneficiadas e armazenadas em sacos de papel Kraft em temperatura ambiente, durante

aproximadamente um ano, momento da analise. As sementes foram utilizadas para o
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experimento de germinacgdo in vitro. Plantulas oriundas da germinagéo in vitro de D. mollis

foram utilizadas como fonte de explante para o experimento de micropropagacao.
3.3 Obtencao dos 6leos essenciais

O material para obtencdo dos 6leos essenciais foi coletado no Horto Medicinal do
Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG. As folhas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,
(capim-santo); Lippia origanoides Kunth. (alecrim-pimenta); Ocimum gratissimum L.
(alfavacdo); Lippia rotundifolia Cham. (rosmaninho) tiveram suas massas frescas
determinadas, sendo acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa de circulacédo
forgcada de ar a 45° C ate obterem peso constante. Os Gleos essenciais foram obtidos das folhas
previamente secas, pela técnica de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger por 4 a 5 horas
(SANTOS et al., 2004). Apoés extracdo, 0s Gleos essenciais foram mantidos a -10°C até o

momento do estudo.

3.4 Tratamentos e delineamento estatistico

Foram realizados trés experimentos:

(1): Estabelecimento in vitro de sementes de D. mollis : utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), sendo os tratamentos: 6leos essenciais de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf, (capim-santo); Lippia origanoides Kunth. (alecrim-pimenta); Ocimum
gratissimum L. (alfavacdo); Lippia rotundifolia Cham. (rosmaninho) e hipoclorito de sédio
como controle, concentrados a 1%, com 15 repeticdes, cada repeti¢do constituida por um tubo
de ensaio com um explante (semente).

(2): Multiplicacdo e Alongamento de segmentos nodais de D. mollis: Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, sendo cinco concentracdes de 6- benzilaminopurina
(BAP) (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mgL-1), com 15 repeticdes, cada repeticdo constituida por um
tubo de ensaio com um explante. Adicionou-se acido indol-3-butirico (AIB) na concentracdo
de 0,5 mgL-1, exceto no tratamento 0% de BAP.

(3): Enraizamento de segmentos nodais de D. mollis: Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, sendo cinco concentragdes de &cido indol-3-butirico (AIB) (0; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0mgL-t), com 15 repeticdes, cada repeticdo constituida por um tubo de ensaio
com um explante. Adicionou-se benzilaminopurina (BAP) na concentragédo de 0,5 mgL-%,

exceto no tratamento 0 mgL-t de AIB.
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3.5 Detalhes sobre a conducgéo

(1): Estabelecimento in vitro de sementes de Dimorphandra mollis Benth.: As
sementes foram escarificadas com lixa, lavadas por 1 minuto em agua destilada e submersas
em etanol 70% (v/v) por 30 segundos. Em camara de fluxo adicionou-se aos tratamentos 0,25
MM de Tween 20, seguida da imersdo destas, por 15 minutos, nos diferentes tratamentos.
Posteriormente, realizou-se a triplice lavagem em &gua estéril. Apos a realizacdo dos
tratamentos, as sementes foram inoculadas individualmente em tubos de ensaio, contendo 15
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (TABELA 1).

(2): Multiplicacdo e Alongamento de segmentos nodais de Dimorphandra mollis
Benth.: Segmentos nodais oriundos de plantulas in vitro, contendo um par de gemas axilares
foram inoculados individualmente em tubos de ensaio, contendo 15 mL de meio de cultura
MS, distribuidos nos diferentes tratamentos (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

(3): Enraizamento de segmentos nodais de Dimorphandra mollis Benth.:
Segmentos nodais obtidos no experimento anterior e com brotagfes desenvolvidas foram
inoculados individualmente em tubos de ensaio, contendo 15 mL de meio de cultura MS,
distribuidos nos diferentes tratamentos (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Em todos os experimentos, foi adicionado ao meio de cultura 7 ¢ L1 de agar, 30

g L1 de sacarose e o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 + 1°C e 1,05 atm,
durante 20 minutos. A fim de controlar a oxidacdo de compostos fendlicos, foi adicionado ao
meio de cultura 1 gL de polivinilpolipirrolidona (PVP). A cultura foi mantida em cAmara de
germinacao tipo BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

3.6 Variaveis avaliadas

Para 0 experimento (1) as avaliacdes foram realizadas com base nas seguintes
caracteristicas: porcentagem de germinacdo, considerando-se germinada a semente que
apresentava a radicula protundida. O indice de velocidade de germinacédo (IVG), adaptado da
formula de Maguire (1962), sendo: IVG = (G1 / N1)+ (G2 / N2) +...+ (Gn /Nn), onde: G1 =
namero 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 = Gltima contagem. Apds 21 dias da

inoculacdo avaliou-se as caracteristicas: porcentagem de contaminagéo e oxidacédo e ao final de
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30 dias: comprimento da parte aérea (por meio de régua milimetrada), nimero de brotos e
namero de raizes (por contagem direta).

Para o experimento (2) e (3) foram realizadas as avaliacGes aos 45 e 75 dias, com
base nas seguintes caracteristicas: numero de brotos, nimero de folhas por brotos,

comprimento da parte aérea, presenca e auséncia de raizes, presenca e auséncia de calos.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade e ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. As médias de fator quantitativo foram
comparadas por regressao polinomial, e as de fator qualitativo, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Com a relacdo a presenca e auséncia de calos e raizes foi utilizada a regressdo
PROBIT, essa analise de regressdo é usada quando se tem um conjunto de dados, onde a
variavel dependente é avaliada nas unidades sim ou ndo, morreu ou ndo morreu (UFV, 2017).

O programa utilizado para as analises estatisticas foi o software R®.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estabelecimento da Cultura in vitro

Os resultados obtidos, observou-se que a oxidacdo foi controlada com o uso de
PVP, ndo foi verificado o escurecimento do meio de cultura nem do explante, ou seja, ndo
houve acdo das polifenois oxidases durante a germinagdo. Tal observacdo € explicada por
Resende et al. (2015) que reportam que o antioxidante PVVP é um polimero amorfo usado para
reduzir os efeitos toxicos de compostos fendlicos, mas que ndo possui atividade fisiologica
sobre as células. Na literatura encontram-se estudos com plantas medicinais, um exemplo €
encontrado com Lippia sidoides Cham. onde verificaram uma baixa oxidagdo usando uma
concentracdo de PVP de 0,5 gL-* (COSTA et al. 2007) e para Lippia rotundifolia Cham. o
uso de 1,0 gL-* foi suficiente para controlar a oxidacdo do meio (RESENDE et al., 2015).

Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados da influéncia dos tratamentos com 0s
Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. (capim-santo), Lippia origanoides
Kunth.(alecrim-pimenta), Ocimum gratissimum L. (alfavacdo), Lippia rotundifolia Cham.

(rosmaninho) e hipoclorito de s6dio em relacdo as variaveis analisadas neste estudo.
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Tabela 1- Resumo estatistico das analises da influéncia dos tratamentos sobre o0 Comprimento
da Raiz, Comprimento da Parte Aérea, Nimero Folhas, Numero Raizes, Sementes germinadas
(%), Sementes contaminadas (%) e o IVG para Dimorphandra mollis Benth

Variavel resposta QM F p-valor
Comprimento da Raiz 31,351 5,593 0,0007*
Comprimento da Parte Aérea 35,529 8,612 0,0000*
Numero Folhas 4,267 3,356 0,0158*
NUmero Raizes 45,233 4,959 0,0017*
Sementes germinadas (%) 1,433 8,759 0,0000*
Sementes contaminadas (%) 2,058 17,417 0,0000*
IVG 0,0719 1,009 0,0000*

Fonte: Da autora, 2017

Observou-se que houve diferenca significativa para todas as variaveis analisadas no
presente estudo, ou seja, 0s tratamentos aplicados corresponderam as expectativas do estudo,
apresentando diferengas entre si. Os tratamentos desinfestantes com Oleos essenciais e
hipoclorito de sddio influenciaram na germinacdo das sementes de Dimorphandra mollis
Benth. e consequentemente no crescimento e desenvolvimento das plantulas. Os agentes
desinfestantes promoveram a remocao de microrganismos indesejaveis presentes na superficie
do explante, viabilizando assim o cultivo livre de contaminantes. E importante ressaltar que a
auséncia do desinfestante aumenta a possibilidade das culturas serem contaminadas por
microrganismos indesejaveis (CARVALHO et al., 2011). Pode-se dizer que os produtos
utilizados mostraram ser eficientes na inativacdo ou reducdo do nimero de microrganismos e
conforme informacbes obtidas na literatura, tais produtos apresentam acdo germicida
(CARVALHO et al., 2011; MIRANDA et al., 2016).

A seguir sdo apresentados os valores médios para as variaveis do estudo (TABELA 3):
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Tabela 2- Valores médios para as variaveis: Comprimento da Raiz (CR), Comprimento da
Parte Aérea (CPA), Numero de Folhas (NF), Nimero de Raizes (NR), Sementes germinadas
(%), Sementes contaminadas (%) e o IVG. para sementes de Dimorphandra mollis Benth.
submetidas a diferentes agentes desinfestantes

TRATAMENTO CR CPA NF NR Germinadas Contaminadas VG
(%) (%)
Oleo Rosmaninho 0,000 c 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,000 c 91,667 ab 0,000 e

) . 100,000 a 0,670 a
Oleo Alfavacédo 0,767 bc  0,925¢ 0,166 b 0,333 b 25,000 bc

Oleo Alecrim- 58,333 hc 0,600 b
) 1,550bc 1,075bc 0,250ab 1,167 Db 41,667 bc
pimenta
] ] 2,167 0,000d 0,0570 ¢
Hipoclorito 3,100ab 3,308ab 0,500 ab b 58,333 ab
al
Oleo Capim Santo  3,900a 4,050a 1,500a 4,833a 91,667 a 33,333 cd 0,450d

Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si
estatisticamente, pela analise estatistica a 5% de significancia
Fonte: Da autora, 2017

As sementes que foram desinfestadas com hipoclorito de sddio, capim santo e
alecrim- pimenta apresentaram respostas satisfatorias para as varidveis analisadas, observando
valores superiores aos demais tratamentos. Resultados inferiores foram encontrados quando as
sementes foram sanitizadas com 6leo essencial de rosmaninho, podendo observar um indice
de contaminacdo proximo a 100%, provavelmente devido a alelopatia, efeito prejudicial,
direto ou indireto, de uma planta sobre outra pela producdo de compostos quimicos que sao
liberados no meio (RICE, 1974). Os resultados revelam que o hipoclorito de sodio, agente ja
consolidado na cultura de tecidos, € um excelente agente desinfestante, pois no quesito
contaminacdo, o mesmo foi o mais eficiente, ndo se observando presenca de contaminacéo,
diferentemente dos demais tratamentos. No entanto, para as demais caracteristicas, 0 uso do
capim santo foi sem dlvida o mais interessante, correspondendo a médias superiores aos

demais.

Durante o0 experimento notou-se que as plantas que tiveram boa assepsia se
desenvolveram mais que as demais, bem como a germinacgédo que teve inicio com as sementes
bem assepticas. Segundo Carvalho et al. (2011) os agentes desinfestantes sdo capazes de
eliminar ou inibir a proliferagdo de microrganismos na superficie dos explantes. Para Pinheiro
et al. (2016) a boa assepsia proporciona melhores desempenhos na germinagéo e diminuigéo

da contaminacdo. Este autor afirma também que, existe uma caréncia de métodos de assepsia
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para testes de germinacao para espécies florestais nativas, exceto para as espécies que estao
prevista em lei federal 3.123 de 2015, conforme Instru¢cdo Normativa n° 44, de 23 de
dezembro de 2010 (BRASIL, 2010) que trata de oficializar os métodos para testes de
germinacdo de sementes de Astronium fraxinifolium, Ceiba speciosa, Cybistax antisyphilitica,
Enterolobium contortisiliquum, entre outras espécies nativas. De acordo com a legislacao as
sementes devem ser imersas em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,05% (20% da solucéo

comercial com 2,5% de principio ativo) por 2/ 5 minutos e depois lava-las em &gua corrente.

Segundo Rocha (2005) apud Souza et al. (2011) o hipoclorito de sédio é um
potente oxidante, as suas propriedades modificam as membranas celulares do tegumento da
semente e, ou, influencia na disponibilidade de oxigénio adicional, o que proporciona
aumento da taxa germinativa. Também o vigor das plantulas formadas € influenciado pelo
tipo de assepsia aplicada, se esta for bem realizada as plantas tendem a apresentar maior

crescimento e desenvolvimento, como foi observado durante a condugdo do experimento.

A acdo germicida dos Oleos essenciais é explicada por alguns autores como
Shankar e Karuppayil (2014) que afirmam que a espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.
possui atividade antibacteriana em relacdo a bactérias Gram positivas e Gram negativas, e
também antifingica. Sua atividade antibacteriana e antifingica tem sido remetida a presenca
dos compostos quimicos citral, geraniol e mirceno (MIRGHANI; LIYANA; PARVEEN,
2012). Quando o agente desinfestante tem agdo germicida sobre as bactérias e fungos, estes
ndo se desenvolvem no meio de cultura, e desta forma, ndo competem com a plantula pelo

meio e nem interfere negativamente em seu crescimento.

Para comprimento da raiz, comprimento da parte aérea e numero de raizes
observa-se que a aplicacdo do Gleo essencial de capim santo correspondeu a resultados
superiores, ou seja, melhor desenvolvimento e crescimento da plantula, mostrando que a
utilizacdo do 6leo de capim santo foi eficiente e semelhante para todas as caracteristicas
analisadas. Verifica-se que o 6leo essencial de rosmaminho ndo foi eficiente, pois ndo se

observou um comportamento satisfatorio.

Ressalta-se que o 0leo essencial de capim santo mesmo apresentando baixa taxa
de contaminacdo (TABELA 3) apresentou resultados interessantes para crescimento e
desenvolvimento das plantulas. Os contaminantes podem estar presentes em duas formas no

material bioldgico: 1) microrganismos que colonizam a superficie ou o interior do explante e
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2) microrganismos introduzidos na manipulacao no laboratério (DEBERGH; ZIMMERMAN,
1991 apud MALDONADO, 2014). O indice de contaminacdo foi baixo com a utilizacdo do
0leo de capim santo e a acdo deste possivelmente influenciou uma das formas de ocorréncia
dos patdgenos, ou seja, limitou a ocorréncia do contaminante no material in vitro.
Contrapondo tais resultados, o 6leo essencial de rosmaninho ndo apresentou boa acao
germicida, pois verificou-se a presenga de patdgenos, os quais provavelmente inibiram a

germinacao e posterior desenvolvimento das plantulas.

Pinheiro et al. (2016) trabalhando com Bauhinia forficata obteve maior
comprimento das plantulas utilizando como agente desinfestante 0 NaClO a 2% por 1 min, o
mesmo autor trabalhando com Cedrela fissilis observou maior comprimento da parte aérea
utilizando NaClO 1% por 3 min. O uso de um bom agente desinfestante promove o maior
desenvolvimento da plantula, consequentemente maior crescimento da parte aérea, maior
nimero de raizes e maiores tamanhos de raizes. Nascimento; Franco; Frassetto (2007)
estudando a espécie Parapiptadenia rigida Bentham (Brenan) da familia Leguminosae —
Mimosoideae, observaram que sementes desinfestadas com 2,5 e 5,0 % de hipoclorito de
sodio durante 30 e 15 minutos, respectivamente, apresentaram maior porcentagem de

germinacao e forneceram as menores porcentagens de contaminacédo fingica e/ou bacteriana.

Para nimero de folhas observou-se também resultado semelhante as demais
caracteristicas apresentadas acima. Novamente o 6leo de capim santo proporcionou resposta
fisioldégica mais satisfatdria quando em comparacdo com o hipoclorito de sodio. Pode se
inferir que um bom tratamento de assepsia, com um agente desinfestante adequado, resulta em
adequado estabelecimento da espécie in vitro e garante o cultivo asséptico das espécies,

durante as fases in vitro.

As sementes de Dimorphandra mollis Benth. iniciaram a germinacéo in vitro apds
7 dias de inoculacdo (FIGURA 4), sendo que aos 21 dias (FIGURA 5) apresentaram a maior
porcentagem de germinacdo (91,67%), resultado observado no tratamento com 6éleo de
Cymbopogon citratus, popularmente conhecido como capim santo. E importante ressaltar que
as sementes usadas no presente estudo, foram coletadas do chdo, jA que existe alguns

trabalhos que correlacionam o tipo de coleta com o potencial germinativo da espécie.

Porcentagens semelhantes de germinacéo foram obtidas por Aradjo et al. (2009),

no qual relata que a germinacdo de fava d’anta, em condicOes ex vitro foi de (56,67%) para
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sementes coletadas no chéo e de (85,93%) para sementes coletadas na planta. Em condicoes
diferentes das apresentadas no trabalho, porém com a mesma espécie, Souza et al. (2016)
trabalhando com diferentes solos e adubaces, reportaram emergéncia variada de acordo com
as caracteristicas naturais de cada tratamento utilizado, solo local de cerrado (66%); solo
argiloso (38%); esterco bovino (47%); adubacéo fosfatada (61%); esterco bovino+ adubacéo
fosfatada (57%).

Figura 4- Germinacdo in vitro de Dimorphandra mollis Benth

Legenda: (A) Inicio da germinacéo. e (B) Desenvolvimento das plantulas
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Figura 5- Plantulas de Dimorphandra mollis Benth. com 21 dias de estabelecimento in vitro

A maioria dos 6leos essenciais utilizados no presente estudo ndo demonstraram
efeito desinfestante desejado, uma vez que a contaminacdo foi alta. Observa-se pelo gréafico
que a utilizacdo do 6leo de alfavacédo foi totalmente ineficiente correspondendo a (100%) de
contaminacdo da cultura in vitro, semelhante ao uso do 6leo de rosmaninho. Resultado
satisfatorio foi verificado com 6leo essencial de capim santo e hipoclorito de soédio que

apresentaram as menores medias de contaminagao.

Pode-se identificar que aos 21 dias ap0s o estabelecimento, as sementes que
receberam o tratamento com hipoclorito de sodio ndo apresentaram contaminacdo e o
tratamento com 6leo essencial de capim-santo também revelou resultado satisfatorio, ou seja,
a porcentagem de contaminacdo foi relativamente baixa (33%). No entanto, os Oleos
rosmaninho, alecrim pimenta e alfavacdo demostraram ser inferiores e ndo corresponderam ao

resultado esperado, nédo se caracterizaram como bons agentes de desinfestacao.

A acdo germicida do cloro ndo é bem esclarecida, contudo, algumas hipdteses
sugerem que ha uma combinacdo com proteinas da membrana celular dos microrganismos,
que formam compostos toxicos, levando a inibicdo das enzimas essenciais (DONINI et al.,
2005). Picolotto et al. (2007) ao estudarem a jabuticabeira (Myrciaria spp.) observaram que o
hipoclorito de sédio a 5% tem boa eficiéncia como desinfestante na remocdo de
contaminantes fangicos, proporcionando reducgdo nas taxas de contaminacao.

Em relacdo ao IVG observa-se que a maior velocidade de germinacdo foi
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verificada na desinfestacdo com Oleo essencial de alfavacdo, em média 0,67. Este também
apresentou a maior porcentagem de contaminacado, seguido pelo rosmaninho. O rosmaninho
apresentou 1VG igual a zero, uma vez que, as sementes ndo germinaram. Segundo o0 autor
Scalon et al. (2007) trabalhando com a mesma espécie em diferentes ambientes de incubacao,
observaram que o IVG correspondeu a 1,22 a 25°C; 0,31 a 20/30°C e 1,33 para casa de
vegetacdo. Percebe-se que houve variagdo na porcentagem de germinacdo, 0s autores
explicam que as sementes de fava d’anta perdem seu poder germinativo durante o
armazenamento. Neste caso, as sementes utilizadas no presente trabalho se encontravam
armazenadas a mais de um ano, isso explica o resultado baixo encontrado para indice de

velocidade de germinacao.

Em condicBes diferentes da apresentada no trabalho, Masetto et al. (2014)
encontraram em seu estudo com salinidade e condicionamento osmético sobre a germinacgéo
de Dimorphandra mollis Benth. VG variando de 0,2 a 2,9 quando submetido a estresse salino
com NaCl e CaCl2 e para condicionamento osmético entre 3,9 a 7,8, nesse ultimo caso a
germinacdo teve inicio em média 12 dias apds a inoculagdo, enquanto que no presente estudo

as sementes iniciaram a germinagdo com 7 dias.
4.2 Multiplicagéo e Alongamento

Para as diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BAP) observou-se
significancia para numero de folhas e comprimento da parte aérea aos 45 e 75 dias,
respectivamente. J& para nimero de brotos ndo foram verificadas diferencas significativas
(TABELA 4). E interessante ressaltar que houve emissido de brotos até no tratamento com
auséncia de regulador de crescimento, isso provavelmente se deve a presenga de hormdnio
vegetal enddgeno presente em pequena quantidade nas plantas. O BAP é uma citocinina
sintética rotineiramente utilizada para a multiplicacdo de brotacGes. Sabe-se que as citocininas
isoladamente ou em combinacdo com auxina, promovem a divisdo celular e o
desenvolvimento da parte aérea (CARVALHO et al., 2011).

No presente trabalho, pode-se observar que as concentracdes utilizadas nao foram
satisfatdrias para a varidvel numero de brotos, provavelmente, o uso da citocinina exégena

ndo foi adequado para promover resposta fisioldgica significativa.
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Tabela 3- Analise de variancia para as caracteristicas Numero de brotos (NB), Nimero de
folhas (NF) e Comprimento da parte aérea (CPA) de propéagulos de Dimorphandra mollis
Benth. cultivadas em diferentes concentracdes de BAP (mgL-?)

Fonte de NB NF CPA
Variagao (Pr>Fc) (Pr> Fc) (Pr> Fc)
Dias 45 75 45 75 45 75

BAP  0,078957ns 0,059062ns 0,053436ns 0,035185* 0,031124* (0,070361ns

CV (%) 55,02% 78,39% 98,11% 97,49% 70,74% 77,96%

Fonte: Da autora, 2017

Dentre todas as concentracbes de BAP testadas, verificou-se que, para 0 ndmero
médio de brotos, o tratamento em que se utilizou 1,0 mgL-! de regulador foi o melhor para a
espécie, produzindo pelo menos uma brotacdo por explante (dados ndo informados).
Resultado semelhante foi observado por Nascimento et al. (2008) que também néo
encontraram diferencas significativas para nimero médio de brotos nas concentracdes de BAP
de (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L), porém observaram que a concentragdo de 1,0mg L*
foi a mais eficiente, proporcionando em média duas brotagcdes por explante. No presente
trabalho observou-se o surgimento de calos em todos os tratamentos, independentemente da
concentracdo de BAP utilizada, porém, ndo foi possivel determinar com exatidao o dia.

Contudo, aos 75 dias ndo foi verificada diferenca estatistica entre os tratamentos,
mas mesmo assim, a concentracdo de 0,50 mgL-! foi superior aos demais tratamentos,

apresentando parte aérea com média de 2,7cm de comprimento.

Para a variavel comprimento da parte aérea foi verificada diferenca significativa
entre as avaliacBes, podendo ser observado pelo Gréfico (1) que a aplicacdo de 1,0 mgL-t,
proporcionou resposta favoravel para a variavel avaliada e a partir desse ponto da curva,
concentracdes mais elevadas de BAP ndo corresponderam ao esperado, havendo diminuicédo
do comprimento da parte aérea. A aplicacdo exdgena do regulador de crescimento BAP induz
0 explante a resposta fisioldgica, nesse caso, crescimento da parte aérea, porém, essa resposta
dependerd de varios fatores, tais como, tipo e idade do explante, meio de cultura,

concentracéo do regulador de crescimento e condigOes de cultivo.

Respostas similares foram também observadas pelos autores Costa (2016) e Vicente,
Almeida; Carvalho (2009), trabalhando com Conobea scoparioides Benth (patanqueira) e

Vernonia condensata Baker (alumé), nas concentragdes de 1 (mgL-?). Segundo Grattapaglia e
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Machado (1998) apud Vicente; Almeida e Carvalho (2009), as citocininas estimulam a maior
producdo de partes aéreas das brotacdes até determinada concentracdo, a partir de 1 (mgL-?)

ocorre diminuicdo da altura em virtude do possivel efeito fitotdxico da citocinina.

Gréfico 1- Efeito de concentracGes de BAP sobre o comprimento da parte aérea de propéagulos
de Dimorphandra mollis Benth. ap0s 45 dias de cultivo in vitro
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A maior quantidade de folhas apresentada pelo Gréafico (2) foi verificada no
tratamento contendo 1,0 mgL-t de BAP. A primeira avaliacdo aos 45 dias ndo teve diferencas
significativas entre os tratamentos, o nimero médio de folhas foi de 7,6. J& na segunda
avaliagdo que ocorreu aos 75 dias, observaram-se diferengas significativas entre as
concentragdes da citocinina, em média 10,5 folhas por explante. Verificou-se que a
concentracdo de 1,0 mgL-! proporcionou quantidade superior de folhas (GRAFICO 2).
Também é possivel observar que concentracfes superiores ndo foram satisfatérias para
namero de folhas.

As citocininas sdo responsaveis pela sintese de proteina, e consequentemente
promovem a divisdo celular, por isso doses crescentes de BAP até a concentracdo 6tima, tem
a capacidade de apresentar mais folhas, mas ao mesmo tempo em concentracbes muito
elevadas e dependendo da condicéo de cultivo, as citocininas podem promover a inibicdo das
mesmas, 0 que pode ser visto no presente trabalho (PASQUAL, 2001). Resultado similar foi
encontrado por Cantagallo et al. (2005), que notaram que brotagfes de citrumelo 'Swingle'
provenientes de meio de cultura com concentragbes abaixo de 1,0 mgL-' de BAP

apresentaram desenvolvimento vegetativo superior. Diferindo dos resultados encontrados por
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Freitas et al. (2016) com a espécie anador (Justicia pectoralis), que ao elevar as

concentragOes da citocinina observaram aumento no nimero de folhas.

Gréfico 2- Efeito de concentracdes de BAP sobre o nimero de folhas de propagulos de
Dimorphandra mollis Benth. ap6s 75 dias de cultivo in vitro
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Abaixo é apresentado as plantulas com 45 dias e aos 75 dias de cultivo em meio
contendo o regulador BAP (FIGURA 6).

Figura 6- Propagulos de Dimorphandra mollis Benth. cultivadas em meio contendo o
regulador de crescimento BAP
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Legenda: (A) Propagulos com 45 dias e (B) Propagulos com 75 dias

Verificou-se que em ambas as avaliagbes ndao houve presenca de raizes,
diferentemente da presenca de calos que foi verificada aos 45 e 75 dias (GRAFICO 3 e 4)
(FIGURA 7). Os calos sdo caracterizados como massa de células em crescimento
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desordenado, que podem apresentar certo grau de diferenciacdo. Geralmente possuem
tamanhos e paredes celulares variados, ndo prejudicam o desenvolvimento das plantas, pelo
contrario as protegem formando tecido protetor (CARVALHO et al., 2011).

Gréfico 3- Efeito de concentracGes de BAP sobre a presenca de calos em propéagulos de
Dimorphandra mollis Benth. ap6s 45 dias de cultivo in vitro
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Estudos mostram que uma alta relacdo citocinina/auxina favorece a formacao de
brotacdes e que o inverso promove a formacdo de raizes, a combinacdo de ambos o0s
reguladores em altas concentracbes favorecem a formacdo de calos (HARTMANN et al.,
2002). No presente trabalho, o uso isolado do regulador BAP foi suficiente para o surgimento
de calos na base do propagulo. Durante a multiplicacdo de explantes, o aparecimento de calo
pode ndo ser um problema, desde que consiga reduzir o surgimento dos mesmos nos

préximos subcultivos e que ndo limite o surgimento e desenvolvimento das raizes.
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Figura 7- Propagulos de Dimorphandra mollis Benth. com 75 dias de adi¢do de BAP no meio
de cultura

Legenda: A- Presenca de calos; B- Auséncia de raizes

Gréfico 4- Efeito de concentracdes de BAP sobre a presenca de calos em

propagulos de Dimorphandra mollis Benth. ap6s 75 dias de cultivo in vitro
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No que diz respeito ao enraizamento das brotagdes oriundas do experimento
anterior, nao foi verificado a emissdo de raizes como mostra a Figura (8) abaixo,
possivelmente devido as concentracdes testadas ndo serem adequadas para estimular o
enraizamento da espécie. Entretanto, em todos os tratamentos foi observada presenca de calos,
sendo que a partir do 14° dia observou-se também a ocorréncia de senescéncia foliar. A

hipotese que pode ser explicada pela alta umidade, baixa concentracdo de CO> e de O e alta
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concentracdo de gases como o etileno no interior dos recipientes de cultivo, no qual pode ter
favorecido a queda precoce das folhas.

Figura 8- Propagulos de Dimorphandra mollis Benth. cultivadas em meio contendo o
regulador de crescimento AIB
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Legenda: (A) 0,0 mgL-t, (B) 0,5 mgL-%, (C) 1,0 mgL-t, (D) 1,5 mgL-* e (E) 2,0 mgL-!

Apos as avaliacdo das condicdes de cultivo para o estabelecimento do protocolo
de micropropagagdo via segmentos nodais de Dimorphandra mollis Benth, recomenda-se:
assepsia das sementes com hipoclorito de s6dio a 1% por 15 minutos; cultivo das sementes
em luz branca (ambiente de cultivo); obtengdo da plantula in vitro ap6s 30 dias de cultivo;
retirada do segmento nodal para iniciar a micropropagacao; inoculacdo de segmentos nodais
em meio MS, sendo 1,0 mg. L de BAP e 0,5 mg.L de AIB, 30g.L* de sacarose; 7 g.L! de
agar e filme plastico como vedagdo; manter a cultura na presenca de luz (ambiente de
cultivo); realizar subcultivos com a mesma composi¢do do meio de cultivo utilizado para
multiplicacdo das brotacdes e realizar novos testes para promover o enraizamento das

brotagdes obtidas.

Recomenda-se nesse caso, que novas concentragcdes sejam testadas para a espécie

afim de estabelecer o protocolo completo e adequado para a sua micropropagacao da espécie.
6 CONCLUSAO

O capim santo é recomendado para desinfestacdo, pois além de controlar agentes
contaminantes, promoveu a emissdo de radiculas.
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A concentracdo de BAP (1,0 mg. L -t) promove o surgimento de brotacbes em

segmentos nodais de fava - d’anta e emisséo foliar.

Nas condigdes de cultivo “in vitro”, nao foi possivel estabelecer as plantulas para

formacéo do sistema radicular.
7 CONSIDERACOES

Recomenda-se realizar outros estudos, para definicdo das melhores concentragdes de
regulador de crescimento para o enraizamento, sendo possivel assim propor protocolo de

micropropagacéo.
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ANEXO 1

Meio de cultura Murashige e Skoog (1962) com a formulagéo salina original dos respectivos
sais minerais

Solucdo Estoque =~ Compostos Concentracao da solugédo Volume da
estoque (mg L) solucéo estoque
adicionada ao
meio (mL L)
Sais minerais
A NHiNO3 82500 20
B KNOs 95000 20
C H3BOs 1240 5
KH2PO4 34000
Kl 166
NaMo0O4.2H20 50
CoCl2.6H20 5
D CaCl2.2H20 8800 50
E MgS0O4.7H20 74000 5
MnS0O4.4H20 4460
ZnS04.7H20 1720
CuS04.5H20 5
F NaEDTA.2H20 7450 5
FeSO4.7H20 5570
Componentes diversos
Hexitol Mio-inositol 100 0,19
Vitaminas Tiamina 50 10
Ac. Nicotinico 50
Piridoxina 50
Aminoacido Glicina 80 25
Carboidrato 3% 309
Agente gelificante 0,7% 79

Fonte: Murashige e Skoog (1962)



