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RESUMO — A Mimosa caesalpiniifolia, popularmente conhecida como sabia, ¢ uma espécie nativa da Caatinga
que, em razao de suas inimeras potencialidades, tem enfrentado um processo de exaustiva exploragao, tornando
iminente a necessidade de se utilizar alternativas sustentaveis que permitam a sua reposi¢ao em ambiente natural
e a conservagao de seu genotipo. A micropropagacao tem sido considerada técnica promissora nesse sentido,
pois viabiliza a producao de mudas em larga escala e com elevada sanidade. Citocininas como a 6-benzilaminopurina
(BAP) sdo importantes nesse processo, pois influenciam consideravelmente o crescimento e a morfogénese
in vitro e permitem a formacao de bancos de germoplasma in vitro. O objetivo deste trabalho foi verificar
a influéncia de concentragdes de BAP sobre a indugao de brotagdes in vitro em M. caesalpiniifolia. Segmentos
cotiledonares obtidos de plantulas germinadas in vitro foram inoculados em meio de cultura WPM suplementados
com seis concentragdes de BAP: 0,0; 4,44; 8,88; 17,76; 26,64; ¢ 35,52 pmol/L. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com seis tratamentos, trés repetigdes e cada repeti¢do composta por
10 unidades experimentais. Aos 30 dias, foram avaliados o namero de explantes responsivos, o numero de
brotos por explante e a presenca de calos, oxidagao e contaminacao. Os dados foram avaliados estatisticamente
através da Analise de Correspondéncia e mediante o ajuste de Equagdes de Regressao. Verificou-se que a
concentracao de 17,76 pmol/L apresentou-se mais responsiva em relagao a taxa de multiplicag@o e ao nimero
de brotagdes, sendo, portanto, a concentragao mais indicada para a propagacgao in vitro de M. caesalpiniifolia.
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EFFECT OF 6-BENZYLAMINOPURINE ON in vitro PROPAGATION OF
Mimosa caesapiniifolia Benth. (Fabaceae)

ABSTRACT— The Mimosa caesalpiniifolia, popularly known as sabid, is a native species belonging to Caatinga
Sforest that due to its countless potentialities has faced a process of exhaustive exploration that makes imminent
the need to use sustainable alternatives to its replacement in natural environment and the conservation of
its genotype. Accordingly, micropropagation has been considered as a promising technique, since it allows
the production of seedlings in large scale and high. The cytokinins, such as 6-benzylaminopurine (BAP),
are important in this process, since they influence considerably the growth and morphogenesis in Vitro morphogenesis
allowing the formation on in vitro germplasm banks. The aim of this study was to investigate the influence
of different concentrations of BAP on in vitro budding induction of M. caesalpiniifolia. Cotyledon segments
obtained from in vitro germinated seedlings were inoculated in WPM supplemented with six BAP concentrations:
0.0; 4.44; 8.88; 17.76, 26.64 and 35.52 umol/L. The experimental design was randomized with 6 treatments,
3 replications and each replication consisting of 10 experimental units. After 30 days, the following parameters
have been evaluated: number of responsive explants, number of sprouts per explant and presence of callus,
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oxidation and contamination. The data were statistically analyzed by Correspondence Analysis and through
adjusting Regression Equations. It was found that the concentration of 17.76 umol/L was more responsive
with regard to multiplication rate and sprouts number. In this case, is the most suitable concentration for

the in vitro propagation of M. caesalpiniifolia.

Keywords: Sabia; Micropropagation, Cytokinin.

1. INTRODUCAO

A Caatinga ¢ o Uinico bioma exclusivamente
brasileiro e, apesar de estar localizado em area de
clima semiarido, caracterizado por baixas e irregulares
precipitacdes pluviométricas, apresenta grande
variedade de paisagens, relativa riqueza bioldgica
e endemismos (ARRUDA, 2001). Nao obstante essas
peculiaridades, pouca atencdo tem sido dada a
conservacao da paisagem da Caatinga e a contribuigao
da sua biota a biodiversidade do Brasil tem sido
subestimada (SILVA et al., 2004).

Dados do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL,
2011) apontam que aproximadamente 80% da Caatinga
ja sofreu alguma influéncia antrdpica e que somente
entre os anos 2002 ¢ 2008 foram perdidos mais de
16 mil km? de areas nativas, equivalentes a 2% da
superficie total do bioma. Essa elevada pressao sobre
os recursos florestais da Caatinga se deve,
principalmente, a diversidade de potenciais que lhes
sao atribuidos, haja vista que varias espécies nativas
desse bioma se destacam por sua aptidao forrageira,
apicola, medicinal, madeireira e faunistica (ARAUJO
FILHO etal., 2006).

Entre as espécies nativas da Caatinga que se
destacam por seus multiplos potenciais, encontra-se
a Mimosa caesalpiniifolia Benth, popularmente
conhecida como sabid ou sansao-do-campo. Essa
leguminosa de grande porte (5-8 m de altura) pertence
a familia Fabaceae e apresenta ampla distribui¢cao ao
longo dos Estados nordestinos, possuindo relevante
valor econdmico para a regido (MOURA et al., 2006).
A madeira do sabia é vastamente utilizada na fabricacao
de postes, estacas e moirdes, em razao de sua elevada
resisténcia fisico-mecanica (LORENZI, 2002). As suas
folhas possuem alto valor forrageiro, e sua forragem
¢ indicada para compor a dieta de manutencgao de
ruminantes, pois € nutritiva e palatavel (SILVA, 2011).
Apicola por exceléncia, o sabia ¢ apontado como um
dos responsaveis por aumentar consideravelmente
a producdo de mel em algumas regides do Nordeste
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brasileiro (MAIA-SILVA et al., 2012), e a infusdo de
sua casca tem sido prescrita para o tratamento de
bronquites e ferimentos (CARVALHO, 2007).

Essa variedade de atributos tém exposto o sabia
auma exploracao frequente e, muitas vezes, exaustiva,
0 que torna evidente a necessidade de se utilizar
alternativas sustentaveis que permitam tanto a sua
reposicdo em ambiente natural quanto a conservagao
de seu gendtipo. A micropropagagao tem sido considerada
alternativa promissora nesse sentido, pois viabiliza
a produ¢do de mudas em larga escala e com elevada
qualidade fitossanitaria em tempo e espago reduzidos
(GIRI et al., 2004; XAVIER, 2007). Além disso, essa
técnica permite a formagao de bancos de germoplasma
in vitro, onde recursos genéticos de plantas podem
ser armazenados por um periodo consideravel sem a
perda de sua viabilidade (SOUZA et al., 2009).

Através da micropropagacao, fragmentos de tecidos
vegetais vivos, denominados explantes, sdo retirados
de plantas de interesse e cultivados em meio nutritivo
definido, em condigdes assépticas (SERAFINI et al.,
2001). A composic¢ao do meio de cultura é um dos fatores
que mais influenciam a multiplica¢ao e o desenvolvimento
in vitro dos explantes, haja vista que o crescimento
e morfogénese in vitro sao fatores regulados pela interagao
e pelo balango dos reguladores de crescimento no meio
nutritivo (VILLA et al., 2007).

As citocininas sao reguladores de crescimento
que exercem importante papel na micropropagacao,
pois influenciam diretamente a expansao foliar, a quebra
da dominancia apical e a formagao de gemas adventicias
(POZO et al., 2005). Os tipos de citocininas e suas
concentragdes sao os fatores que mais influenciam
o sucesso da multiplicagdo in vitro, pois a necessidade
dessas substancias varia de acordo com a espécie a
ser trabalhada e de seus niveis hormonais endégenos
(CORDEIRO etal., 2004).

Entre as citocininas, a 6-benzilaminopurina (BAP)
tem sido a mais indicada para promover a proliferagao
de partes aéreas e indugao de gemas adventicias in
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vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Diversos
trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de analisar a influéncia de BAP sobre a propagacao
in vitro de espécies lenhosas nativas da caatinga, como
Amburana cearensis (CAMPOS, 2013), Amburana
acreana (FERMINO JUNIOR; PEREIRA, 2012), Erythrina
velutina (COSTA et al., 2010) e Bauhinia cheilantha
(GUTIERREZ et al., 2011), em que a utilizagdo de
concentragdes adequadas dessa citocinina potencializou
amultiplicacdo in vitro dessas espécies. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentragdes da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
sobre a multiplicagao in vitro de segmentos cotiledonares
de M. caesalpiniifolia.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratoério de
Biotecnologia de Conservacdo de Espécies Nativas
(LABCEN), da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte. Foram utilizados como explantes segmentos
cotiledonares de plantulas germinadas in vitro com
idade fisiologica de 30 dias. Para a inducao da germinacao
in vitro, as sementes de M. caesalpiniifolia passaram
pelo procedimento de quebra de dorméncia, que consistiu
em escarificagdo mecanica com lixa niimero 100 até a
remocao de aproximadamente 60% de seu tegumento,
seguida por imersao em agua destilada a temperatura
ambiente por 12 h, conforme recomendagao de Zaidan
e Barbedo (2004).

Posteriormente, as sementes passaram pelo processo
de desinfestacdao em capela de fluxo laminar, em que
foram imersas em alcool 70% (v/v) por 1 min, em solugao
de hipoclorito de s6dio 1% por 10 min e em seguida
submetidas a trés enxagues em agua destilada e
autoclavada, com duracao de 10 min cada. Em seguida,
as sementes foram inoculadas em frascos contendo
60 g de vermiculita expandida e umedecida com 30 mL
de agua destilada, mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 24 °C, fotoperiodo de 6 h e intensidade
luminosa de 45 pmol.m=2.s"".

Trinta dias ap0s a inoculagao, as plantulas foram
submetidas a um processo de lavagem, para que
resquicios do substrato utilizado para a germinacéao
fossem completamente eliminados. Para isso, foram
imersas em alcool 70% durante 1 min, em hipoclorito
de sodio 1% durante 5 min, e enxaguadas em agua
destilada e autoclavada em trés banhos, com duragao
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de 10 min cada. Apos esse procedimento, segmentos
nodais medindo aproximadamente 2 cm foram inoculados
em frascos contendo 25 mL de meio de cultura WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980), com pH ajustado para 5,8
e suplementado com 30 gL' de sacarose, 7 gL' de dgar
da marca comercial Vetec e seis diferentes concentragoes
de BAP: 0,0; 4,44; 8,88; 17,76;26,64; ¢ 35,52 pmol/L.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com seis tratamentos e trés
repetigdes, sendo cada repeticdo composta por 10 unidades
experimentais (frascos). Os frascos inoculados foram
mantidos em sala de crescimento com as condigdes
ambientais semelhantes as descritas anteriormente. Apos
30 dias da inoculagao, procedeu-se a avaliacao, quando
foram observadas as seguintes variaveis: numero de
explantes responsivos, isto é, que formaram brotos e
ntmero de brotagdes por explante, além do total de explantes
que apresentaram calos, oxidagdo e contaminagao.

Os resultados das variaveis explantes brotados,
explantes com calos, explantes oxidados e explantes
contaminados foram submetidos a Analise de
Correspondéncia utilizando o software estatistico PAST
versao 2.6 (HAMMER etal., 2001). Os dados dos nimeros
de brotagdes por explante foram transformados em
(x+0,5)%° ¢ ajustados com os dados de concentragdes
de BAP em um modelo nao linear, utilizando-se o pacote
nls do programa estatistico R (2008). O pacote nls calcula
os erros-padrao dos parametros estimados com base
na teoria de verossimilhanga, sob a suposi¢ao de erros
normalmente distribuidos. O modelo foi ajustado em
um polindmio de segundo grau, em que a variavel x
foram as concentracdes de BAP, enquanto Y, os nimeros
de brotagdes por explante.

3. RESULTADOS

As diferentes concentragdes de BAP influenciaram
significativamente todas as varidveis analisadas. A
analise de correspondéncia envolvendo as varidveis
presenca de brotagdes, presencga de calos, presenga
de oxidagao e presenca de contaminagao pode ser
visualizada no diagrama de ordenagao apresentado
na Figura 1. Os autovalores dos dois eixos de ordenacao
foram: 0,0857;0,0176; ¢ 0,0123, sendo responsaveis,
respectivamente, por 74,08%, 15,22% e 10,68% da
variancia total de seis concentra¢des de BAP, com relagao
as variaveis analisadas.
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Figura 1 — Diagrama de ordenagéo dos eixos da Andlise de
Correspondéncia das variaveis Presenca de Brotagao
(PB), Presencga de Oxidagao (PO), Presenca de Calos
(PC) e Presenga de Contaminacao (PCo) nas distintas
concentragdes de BAP (A =0,00 umol/L; B=4,44
pmol/L; C=8,88 umol/L; D=17,76 pmol/L; E
=26,64 pmol/L; e E=35,52 umol/L).

Figure 1 — Ordination diagram of the axes of Correspondence
Analysis for variables: Presence of Sprouting (PS),
Presence of Oxidation (PO), Presence of Calluses
(PC) and Presence of Contamination (PCo) for the
different BAP concentrations (A = 0.00 umol/L;
B=4.44 umol/L; C =8.88 umol/L; D = 17.76 umol/
L; E=26.64 umol/L and E = 35.52 umol/L).

A Figura 1 mostra que as variaveis Presenca de
Brotagdes e Presenga de Oxidagao apresentaram maior
correlagdo com o primeiro eixo de ordenagao (Axis 1),
enquanto as variaveis Presenga de Calos e Presenca
de Contaminacao exibiram maior correlagdo com o
segundo eixo (Axis 2).

No primeiro eixo de ordenagao, a variavel Presenga
de Brotag¢des apresentou maior correlagdo com a
concentracao de 17,76 umol/L de BAP, em que atingiu
0 apice em numero de explantes responsivos para a
formacgao de brotos. Ja a variavel Presenca de Oxidagao
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apresentou correlagdo com o decréscimo de BAP,
mostrando-se mais correlacionada a auséncia da
citocinina no meio nutritivo.

No segundo eixo de ordenacao, percebeu-se que
avariavel Presenca de Calos apresentou maior correlagao
com a concentracao de 8,88 pmol/L de BAP. Em
contrapartida, a menor correlagdo ocorreu com as menores
dosagens desse regulador de crescimento (0,0; ¢ 4,44;
pmol/L). A variavel Presenca de Contaminagdo teve
relagdo direta com a concentragdo de BAP, ou seja,
houve maior correlagdo dessa variavel com a maior
concentracgao do regulador de crescimento (35,52 pmol/L),
e essa taxa apresentou decréscimo a medida que diminuiu
a concentracdao de BAP.

Em relagdo ao niumero de brotagdes, os dados do
modelo, ajustados através da fun¢do polinomial de
segundo grau, indicaram alto grau de relagao, com um
coeficiente de determinagao (R?) de 0,85. Os resultados
dos parametros do modelo, com os respectivos intervalos
de confianga e significancia estatistica, encontram-se
na Tabela 1. A curva de resposta (Figura 2) apresenta-se
ascendente até a concentragao de 17,76 umol/L de BAP,
em que atinge o apice de brotagdes, seguido pelo declinio
quando os explantes sdo submetidos a concentragdes
superiores a supracitada.

4. DISCUSSAO

A organogénese in vitro de brotos ocorreu em
todas as concentragdes utilizadas do regulador de
crescimento BAP, inclusive na sua auséncia, o que
sugere a existéncia de concentracdes endogenas de
citocinina suficientes para induzir o brotamento dos
segmentos cotiledonares. A adicao de BAP ao meio
de cultura em concentragdes de até 17,76 pumol/L ampliou
tanto o nimero de explantes responsivos quanto o
numero de brotagdes por explante, seguido pelo
decréscimo em ambas as variaveis, mediante o incremento
na concentragao dessa citocinina.

Tabela 1 — Estimativas dos pardmetros da equagio polinomial ajustada para exprimir a relagdo entre as concentragdes de
BAP e o numero de brotagdes em M. caesalpiniifolia Benth.

Table 1 — Estimates of the polynomial equation parameters adjusted to express the relation between BAP concentrations
and number of sprouts in M. caesalpiniifolia Benth.

Valor do Erro- Valor Valor Intervalos de confianca
parametro padrao de t probabilistico 2,5% 97,5%
A -0,005 0,001 -3,853 0,031 -0,009 0
B 0,188 0,045 4,201 0,025 0,046 0,332
CONSTANTE 1,558 0,301 5,185 0,014 0,602 2,515
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Figura 2 — Efeito fisiol6gico de concentragdes de BAP
(pmol/L) no nimero médio de brotagdes de
M. caesalpiniifolia Benth.

Figure 2 — Physiological effect of BAP concentrations
(umol/L) in the average number of sprouts of
M. caesalpiniifolia Benth.

Efeitos semelhantes foram observados por Sato
etal. (2004) e Schottz et al. (2007), que verificaram aumento
na taxa de multiplicagdo em Swietenia macrophylla
e Gallesia gorazema diretamente relacionado ao
incremento da concentracao de BAP até determinada
concentragdo considerada 6tima, seguida por decréscimo
nessa taxa ao submeter os explantes a concentragdes
superiores dessa citocinina.

Ainda corroborando os dados desta pesquisa,
Kielse et al. (2009) e Costa et al. (2010) observaram
a formacao de brotos em Parapiptadenia rigida, espécie
florestal também pertencente a familia Fabaceae; e em
Erythrina velutina, mesmo em meio de cultura sem
a presenca de reguladores de crescimento. No entanto,
os segmentos cotiledonares inoculados em meio de
cultura contendo BAP apresentaram maiores percentuais
de brotagdes.

Em relagao ao nimero de brotagdes por explante,
arelacao do efeito de concentragdes de BAP sobre
essa variavel encontrada nesta pesquisa concorda com
resultados de Fermino Jnior e Pereira (2012), ao avaliarem
o numero de brotos de Amburana acreana sob a influéncia
de diferentes concentragdes desse regulador de
crescimento. Esses autores verificaram que o nimero
de brotag¢des apresentou-se ascendente com o aumento
na concentracdo de BAP até atingir o ponto maximo
em 17,76 umol/L, com consecutivo decréscimo a medida
que doses dessa citocinina foram aumentadas.
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Resultados semelhantes foram obtidos por
Gutiérrez (2011), que demonstrou relacdo quadratica
entre essas duas variaveis em explantes de Bauhinia
cheilantha, espécie leguminosa nativa da Caatinga.
Na referida pesquisa, o numero de brotagdes em
segmentos cotiledonares apresentou-se ascendente
até atingir valor maximo na concentragdao de BAP,
e a partir dessa concentracao houve tendéncia a
diminui¢ao na formag¢ao de brotos para o explante
segmento cotiledonar.

Cordeiro et al. (2004) atribuiram esse efeito benéfico
do BAP na multiplicacdo de brotagdes a influéncia desse
regulador de crescimento na divisao celular e na liberagdo
das gemas auxiliares inibidas pela dominancia apical.
No entanto, Grattapaglia e Machado (1998) explicaram
que essa tendéncia de diminuigao na taxa de multiplicagao
e no numero de brotagdes por explante com a adigao
de concentragdes superiores de BAP pode estar ligada
ao fato de que as citocininas estimulam a maior producao
de partes aéreas até determinada concentragdo, o que
varia de acordo com a espécie e, a partir desta, ocorre
efeito toxico, caracterizado pela falta de alongamento
das culturas.

No que diz respeito a oxidagao dos explantes, os
resultados sugeriram que existe razao inversamente
proporcional entre a variavel e os niveis de tratamentos,
ou seja, quanto menor a concentragdo de BAP adicionado
ao meio de cultura, maior a presenca de oxidagao. Esses
resultados foram corroborados por Bassan et al. (2006),
ao verificarem que na auséncia de reguladores de
crescimento os explantes de Peltophorum dubium
apresentaram os maiores indices de oxidagao (entre
83 € 94%). Apesar de o meio sem regulador de crescimento
apresentar tendéncia a maior taxa de oxidagao, a adigdo
de BAP ao meio de cultura ndo teve efeito significativo
na presenc¢a de oxidagdo em pesquisa realizada por
Sato et al. (2004), ao estabelecerem protocolos para
controle de oxidacao de Gallesia gorazema.

Resultados semelhantes foram obtidos ainda por
Soares etal. (2011), ao observarem a presenca de oxidacao
em explantes de Ochroma pyramidale inoculados em
meio de cultura sem a adigdo de reguladores de
crescimento. Bassan et al. (2006) explicaram que a
ocorréncia de compostos fenolicos pode estar ligada
a processos de regulacdo de crescimento, os quais,
dependendo da concentragdo enddégena no tecido,
induzem a sintese dos compostos polifenélicos.
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A oxidag¢do ocorre em fung¢do da liberacao de
compostos fenolicos in vitro, geralmente devido a danos
causados nas células durante a excisdo dos explantes.
Esses compostos fendlicos sdo oxidados pelas enzimas
polifenases, produzindo substancias toxicas, modificando
a absorcao de metabdlitos e inibindo o crescimento
dos explantes (ANDRADE et al., 2000), o que justifica
a menor frequéncia de brotagdes em explantes com
elevados indices de oxidacgao.

A variavel Formagao de Calos apresentou menor
correlacdo com a auséncia de BAP, e essa correlagao
maximiza-se a medida que eleva a concentragao de
citocinina até a concentracao de 8,88 umol/L, em que
atinge a taxa maxima de calogénese. A adicdo de
concentragdes superiores de BAP proporcionou
decréscimo na formagdo de calos com posterior
estabiliza¢do entre 17,76 ¢ 26,64 umol/L de BAP.

Segundo Guerra e Nodari (2006), a formagao de
calos ocorre quando hé equilibrio entre as concentragdes
de auxina e citocinina. Desse modo, pode-se afirmar
que a concentragao de 8,88 umol/L de BAP foi a que
proporcionou maior equilibrio entre esses dois
reguladores de crescimento em explantes de sabia.
Incrementos nessa concentragdo repercutiram na
diminui¢ao da calogénese, no entanto proporcionaram
maior taxa de brota¢cdes dos explantes, o que pode
ser justificado pelo aumento na relagdo citocinina/auxina.

Tendéncias semelhantes foram observadas em
ensaios de micropropagacao de Schizolobium
amazonicum (CORDEIRO et al.,2004) e P, rigida (KIELSE
etal., 2008). A formacgao de calos ocorreu com menor
frequéncia no meio nutritivo sem reguladores de
crescimento, € o acréscimo de citocinina em
concentragdes ascendentes proporcionou tendéncia
de crescimento na taxa de formacao de calos. Grattapaglia
e Machado (1998) alertaram para o fato de que, apesar
de a formacao de calos na base do explante ser fendmeno
bastante comum em espécies lenhosas, esse processo
¢ considerado indesejavel na micropropagacao, pois
podem comprometer a rizogénese e o crescimento da
parte aérea.

No que concerne as taxas de contaminagao, embora
ainda seja deficiente o namero de pesquisas que
investiguem a influéncia do BAP sobre a multiplicagdo
de agentes contaminantes in vitro, autores como Costa
etal. (2007) e Rosa (2009) também verificaram tendéncia
a maiores taxas de contaminagdo com o aumento na
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concentracao desse regulador de crescimento em explantes
de Lippia Sidoides e Mimosa scabrella, respectivamente.
Nesse sentido, Rosa (Op. cit.) sugere que a citocinina
BAP a partir de certas concentragdes, pode contribuir
significativamente na multiplicagdo de microrganismos.

Tanto a contaminacdo da superficie dos tecidos
de folhas, gemas e segmentos nodais quanto a endégena
(presente no interior dos tecidos) constituem desafios
a serem superados na micropropagacao de plantas,
que visa a obtencdo de mudas livres de agentes
contaminantes. A contaminagao constitui um dos maiores
problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento
do explante in vitro (TEIXEIRA, 2001), por isso é
fundamental que se realize uma etapa de assepsia eficiente
previamente a inoculagdo in vitro.

5. CONCLUSAO

A concentragao ideal de BAP para o incremento
na taxa de multiplicagdo, bem como para o nimero de
brotagdes em M. caesalpiniifolia, é de 17,76 pmol/
L. Concentragdes superiores desse regulador de
crescimento reduzem significativamente o nimero de
brotagdes em segmentos cotiledonares dessa espécie.
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