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Ajuste do processo de micropropagacao de barbatiméo

Adjustment of the process of micropropagation of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi determinar um
protocolo de micropropagacdo para o barbatimdo. Para
indugdo de brotagdes, os segmentos nodais foram inoculados
em meio de cultura MS com diferentes concentragdes de cinetina
(0, 1, 2, 3, 4 e 5mg L?). Para inducéo de raizes, brotacdes
obtidas “in vitro” foram inicialmente transferidas para meio
MS contendo 50% da concentracédo de sais e com diferentes
concentragdes de ANA (0, 1, 2, 3 e 4mg L?). Posteriormente,
as brotagdes foram transferidas para meio MS contendo 50%
da concentracdo de sais, suplementado com carvéo ativado.
Para a aclimatizacdo, as plantas obtidas foram transferidas
para tubetes contendo diferentes substratos e, entdo, envolvidas
com saco plastico transparente para auxiliar temporariamente
na manutencdo da umidade. As concentracdes de 1 e 5mg L* de
cinetina foram as mais eficientes na inducdo de gemas e brotos,
respectivamente. Brotagdes com maiores comprimentos foram
observadas em meio de cultura suplementado com 1mg L* de
cinetina. Raizes em maior nimero e comprimento foram
observados em meio de cultura suplementado com 4mg L* de
ANA. Os substratos utilizados ndo afetaram significativamente
a taxa de sobrevivéncia das plantas durante a fase de
aclimatizacao.

Palavras-chave: Stryphnodendron adstringens, cinetina, ANA,
aclimatizacao.

ABSTRACT

The objective of the research was to determine a
micropropagation protocol for the specie Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville. For shoot induction, nodal segments
were inoculated in MS medium with different concentrations of
kinetin (0, 1, 2, 3, 4 e 5mg L?). For root induction, initially the

shoots obtained ‘in vitro’ were transferred to MS containing
50% of salt concentration and with different concentrations of
NAA (0, 1, 2, 3 e 4mg L?). Lately, the shoots were moved to MS
medium containing 50% of salt concentration, supplemented
with activated charcoal. For acclimatization, the plants obtained
were moved to plastic tubes containing different substrates and
then covered with transparent plastic bags in order to maintain
the environment humidity. The kinetin concentrations of 5.0
and 1.0mg L* were the most efficient for the induction of shots
and buds, respectively. Shoot with a higher lengh were
observed in MS medium supplemented with 1.0mg L* of kinetin.
Roots in a higher number and length were observed in MS
medium supplemented with 4.0mg L* of NAA. The substrates
used had no significant effect on the rate of plant survival
during the acclimatization stage.

Key words: kinetin, NAA, acclimatization.

INTRODUCAO

O barbatimdo [Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville] € uma espécie arbdrea, de
ocorréncia nos cerrados, que, além de ser utilizada na
recuperacdo de areas degradadas apresenta grande
valor medicinal, . Entretanto, a cada ano, o extrativismo
predatério desta espécie vem aumentando,
contribuindo significativamente para a diminuicéo das
populacdes naturais, fato agravado pela irregularidade
no seu processo de germinacdo e pelo lento
desenvolvimento das suas mudas no campo (LORENZI,
2000).
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Como via alternativa de propagacéo
assexuada, a micropropagacdo por meio da
organogénese envolve a diferenciacdo de brotacGes e
raizes durante o desenvolvimento vegetal.
Freqiientemente, as brotacGes sdo induzidas em um
meio de cultura enriquecido com citocininas e,
subseqiientemente, estas brotagdes sdo enraizadas em
um meio contendo auxina. De acordo com GEORGE
(1996), a maioria das plantas micropropagadas é obtida
pela multiplicag8o de brotaces axilares.

FRANCA et al. (1995) promoveram a
formacé&o de plantas de barbatiméo com a utilizacéo de
6-benzilaminopurina (BAP) e acido indol-acético (AlA)
a partir de segmentos nodais, produzindo cerca de trés
plantas por explante inicial. No entanto, esta
multiplicagdo necessita de otimizac&o, para incrementar
o rendimento de mudas durante a micropropagacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de diferentes concentracfes de cinetina na inducéo e
no crescimento de brotaces, do &cido naftaleno acético
na inducéo e no crescimento de raizes e de diferentes
substratos na aclimatizagéo de plantas de barbatiméo
obtidas in vitro, contribuindo para o estabelecimento
de um protocolo de micropropagacéo da espécie.

MATERIAL E METODOS

Para a indug&o de brotacGes em segmentos
caulinares de barbatiméo, plantulas obtidas da
germinacéo in vitro foram utilizadas como fonte de
explantes para este experimento. Segmentos caulinares
contendo até duas gemas laterais foram inoculados em
meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com diferentes concentracdes de
cinetina (0, 1,2, 3,4e5mg L) e 30,0g L* de sacarose.
O meio de cultura foi solidificado com 6g L de agar e
seu pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
120°C durante 20 minutos. Apos a inoculagdo, 0s
segmentos foram mantidos em sala de crescimento a
25+ 2°C de temperatura, irradiancia de fotons de 36umol
m2s? e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 60 dias de cultivo, foram avaliados o
ntmero de brotacdes por explante, o comprimento das
brotagdes e 0 nimero de gemas da maior brotacéo. Os
dados foram analisados utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado, com 12 repeticGes por
tratamento, sendo cada repeti¢do composta por um tubo
de ensaio contendo um explante. As varidveis foram
analisadas por meio de regresséo polinomial e pelo teste
de médias Tukey a 5% de probabilidade.

Para enraizamento in vitro, as brotacfes
obtidas in vitro foram inoculadas em meio de cultura
MS com 50% de sua concentracdo original e com

diferentes concentragdes de acido naftalenoacético (0,
1,2,3e4mg L) e 30g L de sacarose. O meio foi
solidificado com 6g L* de agar e seu pH foi ajustado
para5,8.

Apds a inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento a 25+2°C de
temperatura e na auséncia de luz, por 15 dias. Decorrido
esse periodo, eles foram transferidos para meio de
cultura MS com 50% de sua concentragdo original, sem
reguladores de crescimento e com 0,1% de carvéo
ativado, permanecendo por mais 30 dias em ambiente
escuro. As avaliacdes foram feitas 30 dias apos a
segunda inoculagdo, sendo avaliados o nimero e o
comprimento da maior raiz. Apos as avaliacGes, 0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25
+2°C de temperatura, irradiancia de fotons de 36umol
m2 st e fotoperiodo de 16 horas, por mais 30 dias. Os
dados foram analisados utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repetices por
tratamento, sendo cada repeti¢do composta por um tubo
de ensaio contendo um explante. As varidveis foram
analisadas por meio de regresséo polinomial e pelo teste
de médias Tukey a 5% de probabilidade.

Plantas enraizadas in vitro foram
transferidas, ap0s passarem por um periodo de sete
dias de pré-aclimatizacdo (abertura do recipiente de
cultivo em sala de crescimento a 25+ 2°C de temperatura,
irradiancia de fotons de 36umol m2s* e fotoperiodo de
16 horas), para tubetes com volume de 250mL, contendo
Plantmax® + vermiculita na proporcdo de 1:1 (v/v) e
somente Plantmax® e envoltas com sacos plasticos
transparentes para manutencéo da umidade relativa no
ambiente. Durante este periodo, uma bandeja com agua
foi colocada em contato com a base dos tubetes
visando a manutencdo da umidade nos substratos. A
bandeja com os tubetes foi mantida em sala de
crescimento a temperatura controlada de 25 + 2°C.

Concomitantemente ao controle da
umidade relativa e da temperatura, foi realizado o
controle da intensidade luminosa, submetendo as
plantas a diferentes niveis de irradiancia. Assim, nos
primeiros sete dias de aclimatizac&o, as plantas foram
mantidas sob sombrite 70% (irradiancia de fotons de
10,8umol m2s?), sequido por sombrite 50% (18umol
m2s?), 30% (25,2umol m2s?) e, por Ultimo, na auséncia
de qualquer sombrite (36pmol m2 st), permanecendo
por sete dias em cada etapa. Durante esse mesmo
periodo, os sacos envoltdrios dos tubetes foram sendo
perfurados até a remogdo completa, visando a reducao
gradual da umidade relativa. Aos 30 dias, a avaliacdo
de sobrevivéncia das plantas foi realizada. Os
resultados foram analisados utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado, com 12
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repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo
composta por um tubete contendo uma planta. Os
dados obtidos foram analisados por meio do teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as variaveis analisadas (niUmero
de brotacdes, comprimento e nimero de gemas da maior
brotacéo), foram encontradas diferengas significativas
para as diferentes concentracfes de cinetina. Para o
nimero de brotagdes, a medida que se aumentou a
concentracdo de cinetina, aumentou o ndmero de
brotos formados (Figura 1A), e a melhor resposta foi
encontrada quando se utilizou 5,0mg L™ de cinetina,
induzindo, em média, a formacdo de trés brotos por
explante. No entanto, como a tendéncia da resposta foi
linear, outros resultados podem ser obtidos em
concentracdes acima de 5,0mg L* de cinetina, como
aumento, estabilizacdo ou declinio na producdo de
brotos. Amenor taxa de proliferacdo de brotos ocorreu
no meio sem adi¢do de cinetina (1,25 brotos por
explante). Estes dados reforcam a necessidade do uso
de citocininas no meio de cultura para a morfogénese
in vitro desta espécie, em que a cinetina foi fundamental
para uma maior indugéo de brotaces.

Para comprimento da maior brotacéo,
destaca-se o resultado encontrado quando se utilizou
uma concentracdo baixa (Img L) ou a auséncia de
cinetina, que promoveu crescimento médio de 14 e
13,4mm, respectivamente (Figura 1B). PASQUAL (2001)
cita que elevadas concentracdes de citocininas podem
reduzir o tamanho das brotaces e estimular a
ocorréncia de hiperidricidade e formacéo de folhas
anormais, sendo que estas Ultimas caracteristicas nao
foram observadas nesta pesquisa.

Para a variavel nimero de gemas na maior
brotagdo, houve reducdo linear com o aumento da
concentracdo da cinetina. O tratamento testemunha
apresentou o maior valor, formando, em média, 1,83
gemas por brotacgdo (Figura 1C). Diante disto, pode-se
inferir que concentracGes mais elevadas de cinetina
sdo eficientes para 0 aumento do nimero de novos
brotos, enquanto que, contrariamente, concentragdes
mais baixas ou a auséncia deste regulador séo
fundamentais para promover elongamento e aumento
no nimero de gemas no explante. Assim, os resultados
demonstram a eficiéncia da cinetina para a indugéo de
brotagbes em barbatimdo, havendo, entretanto,
necessidade de transferéncias destas para meio sem
regulador de crescimento visando seu alongamento.
Além disso, sugere-se testar niveis maiores de cinetina
a fim de confirmar a concentragdo 6tima para a maior
producédo de brotos.

SABA et al. (2002), trabalhando com
jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf), verificaram
que acombinagdo de cinetina e zeatina foi mais eficiente
na proliferacdo de brotos a partir de segmento nodal,
apresentando 1,0 broto por explante, com tamanho
médio de 1,3mm, enquanto que, a partir de segmento
apical, obteve-se, em média 3,0, brotos por explante,
com 7,2mm de comprimento, utilizando esses mesmos
reguladores.

O protocolo sugerido no presente trabalho
é mais viavel economicamente que o de FRANCA et al.
(1995), que estimularam a formagé&o de trés brotagdes

o 39 y =0.3048x +1.2103 "

2 25 R? =0.8203

o s P=0,028

(3]

o 24

=

o 1.54

-]

o 14

@

g 054

=1

= 0 : T T T 1
0 1 2 3 4 5

Cinetina (mg L

A (mgL")

—
I

-
L]

]
y =-1.5762x +13.524

8

6 R2 = 0.8049
41 pP=0,029
2

0

Comp.maior brotagédo
(mm)

0 1 2 3 4 5
Cinetina (mg L")
B
2.
w
T 154
=
@
o0
o 11
5 |y=-02119¢+15437
Eos] Re=08%9
= P=0,026
0 T T r T 1
0 1 2 3 4 5
C Cinetina (mg LY

Figura 1 - Nimero médio de brotacdes (A), comprimento
da maior brotagéo (B) e nimero de gemas (C)
nos explantes caulinares de barbatimao para cada
concentracdo de cinetina acrescentada ao meio
de cultura MS. Lavras, UFLA, 2006.
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por explante inicial com a utilizagdo de 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido indol-acético (AIA),
pois utiliza a cinetina, uma citocinina de preco mais
acessivel que o BAP, e ANA, uma auxina que nao
apresenta foto-degradacdo como o AlA.

Quanto ao efeito do ANA no enraizamento
in vitro de brotac6es, houve diferengas significativas
para as variaveis nimero e comprimento da maior raiz
na presenca de diferentes concentracdes de ANA. As
concentracoes de 3 e 4mg L* de ANA promoveram 0s
melhores resultados para ambos os parametros,
formando 1,0 e 1,9 raizes por brotacdo, com 1,25e 1,76cm
de comprimento, respectivamente (Figura 2). Como
houve um incremento linear nestes parametros,
concentracdes acima de 4mg L* de ANA ainda podem
ser testadas.

Nos tratamentos sem o regulador de
crescimento e com 1 e 2mg L* de ANA, observou-se a
formagao de raizes muito incipientes (em média, 0,1 raiz
por brotacdo, nos trés tratamentos) e estas
apresentavam-se mais curtas (em média, 0,05, 0,04 e
0,11cm, respectivamente), quando comparadas com 0s
valores obtidas nos demais tratamentos. Estes
resultados sugerem que os teores endogenos de
auxinas, presentes no explante de barbatiméo, nédo
foram suficientes para promover a rizogénese em niveis
satisfatorios para a aclimatizacdo. Segundo
KULESCHA (1988), o nivel das auxinas enddgenas € o
que determina a formacao de raizes adventicias.
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Figura 2 - Namero médio de raizes (A) e comprimento da
maior raiz (B) nas brotagdes de barbatiméo para
cada concentragdo de ANA acrescentada ao meio
de cultura MS. Lavras, UFLA, 2006.

Vale ressaltar que, durante o periodo de
permanéncia dos explantes na presenca de luz (depois
de enraizados), 0 nimero e 0 comprimento da maior
raizaumentaram consideravelmente em todos aqueles
tratamentos em que o processo de rizogénese ja havia
iniciado, atingindo 10 raizes com 9,0cm, em média, por
brotacdo. Os resultados deste experimento estdo de
acordo com os encontrados por LIMA (2004), que
constatou melhor eficiénciado ANAa3mg L sobre o
nimero e comprimentos de raizes em sangra d’agua
(Croton urucurana Baill.). J4 ARAUJO et al. (2002)
verificaram que a utilizagdo de 0,75mg L de ANA,
acrescidos ao meio de cultura MS, viabilizou o inicio
do processo de rizogénese in vitro de babosa (Aloe
vera), assim como MOURA et al. (2001) obtiveram
enraizamento de Citrus com indice de 80%, trabalhando
com ANA na concentragao de 1mg L.

A utilizacdo do ANA, em concentragdes
variando de 0,5 a 5,0mg L?, também foi fundamental
para enraizar brotos de laranja-doce “Pineapple”, com
indice de 85% (DURAN-VILAetal., 1989); de limaacida
“Galego”, com 70% (PERES-MOLPHE-BALCH &
OCHOA-ALEJO, 1997) e citrange “Troyer”, com 86%
(MOREIRA-DIAS etal., 2000).

Na fase de aclimatizacdo de plantas
cultivadas in vitro, a propor¢do de plantas
sobreviventes nos dois tratamentos (somente
Plantmax® e vermiculita + Plantmax®) foi similar, ndo
diferindo significativamente. As plantas de barbatimé&o
aclimatizadas em Plantmax apresentaram 50% de
sobrevivéncia e as aclimatizadas em vermiculita +
Plantmax®, 41%, apés um periodo de 30 dias em sala de
crescimento, com reducdo gradual do sombrite e
abertura parcial dos sacos plasticos que envolviam o0s
tubetes. Também ndo foram detectadas diferengas em
tamanho e aspecto visual das plantas ao final do
periodo de avaliagdo, nos dois tipos de substratos.

DZAZIO etal. (2002), estudando o efeito de
trés substratos (Vermiculita, Plantmax®e casca de arroz
carbonizada) na aclimatizagdo do porta-enxerto de
videira “420-A”, obtiveram 95,83% e 87,50% de
sobrevivéncia para os substratos vermiculita e
Plantmax®, respectivamente. O menor indice de
sobrevivéncia das brotacfes foi obtido no substrato
com casca de arroz, em que apenas 45,83% das
brotacGes sobreviveram.

Vale ressaltar que a reducéo no nimero de
plantas sobreviventes ocorreu ap6s a retirada total do
saco plastico envoltdrio dos tubetes, aos 21 dias apds
0 inicio da aclimatizacdo (a sobrevivéncia decresceu
de 90% e 80% para 50% e 41% nos tratamentos
Plantmax® e vermiculita + Plantmax®, respectivamente).
Este fato se deve, em grande parte, a mudanga das
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condicBes ambientais as quais as plantulas estavam
submetidas, principalmente a umidade relativa, que era
maior no interior do saco plastico e mais préoximo
daquela encontrada no interior do tubo de ensaio.

Com base nestes resultados, por um lado
sugere-se que o tipo de substrato utilizado tem pouca
relevancia no processo de aclimatizacéo de plantas de
barbatimdo. Por outro lado, o controle da umidade do
ar durante esta fase parece ser preponderante,
buscando-se o desenvolvimento de protocolos mais
eficientes.

CONCLUSOES

As concentragdes de 5mg L*de cinetina e
de 4mg L de ANA sdo as mais indicadas na inducao
de multibrotacGes e de maior nimero de raizes,
respectivamente, a partir de segmentos nodais de
barbatiméo.

A utilizacdo de Plantmax® ou vermiculita +
Plantmax® promovem efeitos similares no processo de
aclimatizacao dessa espécie.
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