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RESUMO

BACILIERI, FERNANDO SIMONI. Conservacgao in vitro da aroeira (Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemao) e estabelecimento in vitro da barauna (Schinopsis

brasiliensis Engl.). 2019. 80 f. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) -
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG'.

A aroeira e a barauna estao na lista oficial das espécies vegetais brasileiras ameacadas de
extingdo e a cultura de tecidos pode ser empregada para conservacao e micropropagacao
dessas espécies. Contudo, objetivou-se avaliar a conservagdo in vitro de aroeira por
crescimento lento com posterior retomada de crescimento; comparar tratamentos
quimicos na assepsia de segmentos nodais de aroeira; testar reguladores de crescimento
no estabelecimento da aroeira; analisar diferentes citocininas em concentragdes distintas
e zeatina combinada a auxinas no estabelecimento e desenvolvimento da baratna e
verificar inibidores de etileno sobre o desenvolvimento e a abscisdo foliar da baratina. Os
experimentos com a aroeira ¢ a Barauna foram realizados, respectivamente, no
Laboratorio de Biotecnologia em Uberlandia- MG e na Embrapa Semidrido (Petrolina-
PE). Na conservagdo de aroeira foi utilizado o meio de cultura MS (50%) e avaliados:
osmorreguladores: manitol e sorbitol nas concentragdes 10 e 20 g L! e sacarose nas
concentragdes 30 e 40 g L' adicionados a0 meio no primeiro experimento. J4 no segundo,
reduziu-se as concentragdes de manitol e sorbitol para 5 e 10 g L' comparados entre si e
ao regulador vegetal e acido abscisico a 1,0 e 2,0 mg L. Posteriormente, as poliaminas:
putrescina, espermina e espermidina nas concentragdes 0,5 e 1,0 mg L' foram testados
para o estabelecimento da aroeira. Nos experimentos de baratna utilizou-se o meio WPM.
Para a multiplicacdo dois experimentos foram realizados, no primeiro zeatina (ZEA) e 6-
benzilamino purina (BAP) foram comparadas nas concentragdes 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 ¢ 1,0
nL"! e no segundo zeatina (ZEA) nas concentragdes 0,2; 0,4; 0,8 ¢ 1,0 uL™! foi combinada
as concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4 e 0,5 pL!' de 4cido 3-indolacético (AIA), 4cido
naftalenoacético (ANA) e acido indolbutirico (AIB). Por fim, os inibidores de etileno
nitrato de prata e o cloreto de cobalto nas concentracdes de 5; 10; 20 e 40 uM foram
comparados para a reducdo da abscisdo foliar da barauna. Na etapa de conservacao,
sacarose na dose de 40 g L' adicionada ao meio de cultura aumenta a quantidade de calos
e reduz a sobrevivéncia de explantes de aroeira ¢ o manitol afeta negativamente a
retomada de crescimento dos explantes. A poliamina espermina promove o crescimento
da parte aérea e na concentracio 0,1 mg L' proporciona maior nimeros de folhas e
comprimento de raiz. A partir de 0,2 uL"! de ANA e 0,4 pL™!' de ZEA ocorre maior niimero
de brotos de barauna. O AIA ¢ a auxina mais adequada a ser associada a ZEA para maior
comprimento de brotos e numero de gemas. O comprimento dos brotos e numero de
gemas nao sao influenciados pelo nitrato de prata e cloreto de cobalto nas concentragdes
avaliadas. Nas concentragdes de 5 e 10 uM o cloreto de cobalto ¢ mais eficiente que o
nitrato de prata para a redug@o da abscisao foliar da baratina. O nitrato de prata a partir da
concentragdo de 20 uM evita completamente a abscisdo foliar enquanto o cloreto de
cobalto tem maxima redugdo da abscisdo na concentragcao 40 pM.

Palavras-chave: crescimento lento, assepsia, inibidores de etileno, poliaminas.

Comité Orientador: Jos¢ Magno Queiroz Luz- UFU e Ana Valéria Vieira de Souza



ABSTRACT

BACILIERI, FERNANDO SIMONI. In vitro conservation of aroeira (Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemio) and in vitro establishment of barauna (Schinopsis

brasiliensis Engl.). 2019. 80 p. Thesis (Ph.D. in Agronomy / Plant Science) - University
of Uberlandia. Uberlandia'.

Aroeira and barauna are on the official list of Brazilian plant species threatened with
extinction and tissue culture can be used for the conservation and micropropagation of
these species. However, the objective was to evaluate the in vitro conservation of aroeira
by slow growth with later resumption of growth, compare chemical treatments in asepsis
of mastic nodal segments; test growth regulators in the establishment of aroeira; analyze
different cytokinins in different concentrations and zeatin combined with auxins in the
establishment and development of barauna; and verify ethylene inhibitors on the
development and leaf abscission of barauna. The experiments with aroeira and Baratina
were carried out, respectively, at the Biotechnology Laboratory in Uberlandia-MG and at
Embrapa Semidrido (Petrolina-PE). In the preservation of aroeira the culture medium MS
(50%) was used and evaluated: osmoregulators: mannitol and sorbitol in concentrations
10 and 20 g L™! and sucrose in concentrations 30 and 40 g L' added to the medium in the
first experiment. In the second, the concentrations of mannitol and sorbitol were reduced
to 5 and 10 g L' compared to each other and to the plant regulator and abscisic acid to
1,0 and 2,0 mg L', Subsequently, the polyamines: putrescine, spermine and spermidine
in concentrations 0,5 and 1,0 mg L' were tested to establish the aroeira. In the barauna
experiments, the WPM medium was used. For the multiplication two experiments were
carried out, in the first zeatin (ZEA) and 6-benzylamino purine (BAP) were compared in
concentrations 0; 0.1; 0.2; 0.4; 0.8 and 1.0 pL™!, and in the second zeatin (ZEA) at
concentrations 0.2; 0.4; 0.8 and 1.0 uL! concentrations of 0,1 were combined; 0.2; 0.4
and 0.5 pL! of 3-indolacetic acid (IAA), naphthalene acetic acid (NAA) and indolbutyric
acid (IBA). Finally, ethylene inhibitors silver nitrate and cobalt chloride at concentrations
of 5; 10; 20 and 40 uM were compared to reduce leaf abscission in barauna. In the
conservation stage, sucrose at a dose of 40 g L! added to the culture medium increases
the amount of calluses and reduces the survival of mastic explants and mannitol
negatively affects the resumption of growth of explants. The polyamine spermine
promotes the growth of the aerial part and in the concentration 0,1 mg L™! provides greater
number of leaves and root length. From 0,2 nL™! of NAA and 0,4 pL!' of ZEA, a greater
number of barauna shoots occurs. IAA is the most suitable auxin to be associated with
ZEA for longer shoot length and number of buds. The length of the shoots and number of
buds are not influenced by silver nitrate and cobalt chloride at the concentrations
evaluated. At concentrations of 5 and 10 uM, cobalt chloride is more efficient than silver
nitrate for reducing leaf abscission in barauna. Silver nitrate from a concentration of 20
uM completely avoids leaf abscission while cobalt chloride has a maximum reduction in
abscission at a concentration of 40 pM.

Key words: asepsis, ethylene inhibitors, polyamines, slow growth.

Committee Advisor: Jos¢ Magno Queiroz Luz- UFU and Ana Valéria Vieira de Souza
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INTRODUCAO GERAL

O bioma Caatinga ¢ o unico exclusivamente brasileiro e ¢ considerado um
patrimonio bioldgico de imensurédvel valor devido a diversidade e riqueza da fauna e flora
(DRUMOND, 2013). A heterogeneidade floristica das paisagens reflete adaptacdes
marcantes da flora a condic¢des locais de clima e solo (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

O estudo e a conservacdo da biodiversidade da Caatinga sdo desafiadores, uma
vez que ha limitadas informagdes de pesquisa dessa regido, sendo ainda, do ponto de vista
ambiental, pouco protegida (apenas 1% do seu territdrio apresentam unidades de
conservagao (ARCOVERDE et al., 2014).

As plantas nativas e com propriedades medicinais foram negligenciadas por
décadas. No entanto, novos olhares e consideragdes tem sido lentamente voltado para os
benéficos e potencialidades a partir da década de 80. Além dos aspectos agronomicos de
algumas arvores, com destaque para a qualidade da madeira, ¢ crescente os relatos na
literatura de propriedades terapéuticas, com diversas possibilidades de uso (XAVIER et
al., 2015; MESQUITA et al., 2017; SANTOS et al., 2018).

A exploragdo das espécies benéficas encontradas nas areas da Caatinga tem
ocorrido de forma extrativista, com a ampliagdo da extracao e ndo restauragdo das areas.
A retirada descontrolada, irracional e irresponsavel ao longo das décadas promoveu
consideravel pressdo sob as populagdes das espécies, sendo algumas delas consideradas
criticamente ameagada em extingdo (CNCFLORA, 2012). Pode-se citar como exemplos
de espécies com grande aptiddao de uso e em risco de extin¢do: a aroeira e a barauna.

A aroeira, aroeira do sertdo ou urundeuva (Myracrodruon urundeuva Allemao) ¢
uma planta caducifdlia, exigente em luminosidade, com capacidade de viver em
condigdes de clima semidrido e com tamanho que varia conforme a regido de sua
ocorréncia (LORENZI, 2002; ANDRADE et al., 2000), podendo atingir 30 m de altura e
até 1 m de diametro. Essa espécie possui plasticidade adaptativa, podendo ser encontrada
em diferentes fitofisionomias brasileiras, desde ambientes iimidos a secos (MATIAS et
al., 2017).

A aroeira possui frutos do tipo drupa globosa ou ovoéide, com célice persistente,
considerado um fruto-semente (FIGUEIROA et al., 2004). A semente é tnica (0,2 a 0,4
cm de didmetro), globosa, desprovida de endosperma, com epicarpo castanho escuro,
mesocarpo castanho, carnoso, resinifero, com odor caracteristico e tegumento

membranaceo (MEDEIROS, 2000; ALMEIDA et al., 1998).



Plantas da familia Anacardiaceae, como a aroeira, apresentam destacado papel
socioeconOmico. A sua madeira possui expressiva resisténcia mecanica e nao apodrece
facilmente, o que a torna desejavel em construgao e méveis (PAES et al., 2009).

As atividades medicinais de aroeira relacionam-se as chalconas diméricas:
urundeuvina A, B, C e matosinha (BANDEIRA et al., 2003), cujo extrato apresentou
potencial atividade antimicrobiana no biofilme dental e antifiingica sobre cepas de
Candida 1soladas da cavidade oral (ALVES et al., 2009). Fragdes de chalconas isoladas
do tronco e da casca apresentam acdo neuroprotetora (NOBRE JUNIOR et al., 2009);
efeito antiulcerogénico e protetor da mucosa gastrica (CARLINI et al. 2010); entre varios
outros usos, considera-se os extratos de folhas com forte atividade antioxidante e
atividade antimicrobiana moderada (MOTA et al., 2015).

A aroeira pode ser utilizada também como combustivel na forma de lenha ou
carvao, forrageira na utilizacdo das folhas para a alimentacdo dos rebanhos,
principalmente do bovino e caprino, com uso veterindrio destinado ao tratamento de
inflamacdes gerais e para limpar o utero de vacas apos o parto, como planta ornamental,
para restauragdo florestal, em sistemas agroflorestais, aplica¢des industriais, como
curtumes, pelo seu elevado teor de tanino (MAIA, 2006).

Durante o periodo seco na caatinga, os grdos de pdlen da aroeira fornecem
majoritariamente o néctar para Apis melifera. O mel produzido nesta regido ¢
caracterizado como mel de M. urundeuva (aroeira) devido a escassez de recursos florais,
como altas temperaturas e baixa umidade, induzindo as abelhas a procurar essas fontes
massivas de alimentos para garantir seu alimento (BASTOS et al., 2016). O mel da aroeira
apresenta boa qualidade e caracteristicas proprias, como cor escura, umidade baixa e
menos pH e acidez 4cidos, o que torna uma potencial fonte de renda e estimulo a producao
e valorizagdo de produtos locais (SANTOS et al., 2018).

As sementes de aroeira sdo tolerantes a uma ampla faixa de temperaturas e
potenciais osmoticos. Contudo, o potencial destas variam com a qualidade fisiologica dos
lotes. Estudos com a espécie levantaram modelos climaticos que indicam que as
alteragdes no clima afetardo a germinagdo das sementes, e, em consequéncia da sua
conservacao (OLIVEIRA et al., 2019).

A Schinopsis brasiliensis popularmente conhecida como baratina, bratina, bratina-
do-sertao, brauna-parda, quebracho, chamacoco e chamucoco também pertence a familia

Anacardiaceae. A espécie apresenta porte arboreo e pode atingir até 15 m de altura e 60



cm de didmetro com ramos providos de espinhos e tronco reto (CARAVALHO, 2009;
LORENZI, 2002).

A barauna apresenta folhas compostas, imparipinadas de cor verde escuras na
parte superior e palidas na inferior. As flores sdo pequenas, brancas, glabras e suavemente
perfumadas. O fruto ¢ uma drupa alada de coloragdo castanho-claro e cheia de massa
esponjosa. A semente tem cor amarelo-claro e superficie rugosa baga a qual € envolta por
um tegumento lenhoso (carogo) dificil de ser rompido (CARVALHO, 2009; BRAGA,
1976).

A baratina também possui multiplas utilizagdes, com elevado uso madeireiro
(especialmente procurada por seus usos em construgdes rurais e domésticas), medicinal,
paisagistico (urbana ou rural) e veterinario (CARVALHO, 2009). A madeira devido a
dureza do cerne tem resisténcia a fungos xiléfagos (PAES et al., 2004), por isso ¢
considerada madeira de lei por diversos autores (FERRAZ et al., 2006; RAMOS et al.,
2008; SANTOS et al., 2008).

Baratna ¢ amplamente utilizado na medicina tradicional (folhas, casca, caule,
entrecasca, resina e frutos) para fins anti-inflamatorios, analgésicos, hemostaticos,
antissépticos e antimicrobianos. Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de
polifenois, flavonoides e taninos (FERNANDES et al., 2015; MEDEIROS et al., 2018).
Dentre os usos, destacam-se a acao anticoagulante (GOMES; BANDEIRA, 2012) e alivio
de disturbios gastricos e problemas hepaticos (RIBEIRO et al., 2014). O cha da casca
triturada € usado para dor nos dentes e na cabega (ALBUQUERQUE et al., 2012).

Atualmente a baratna ¢ considerada uma darvore nobre. Devido ao quase
esgotamento das reservas de barauna € proibido a coleta, transporte, armazenamento,
manejo, beneficiamento e comercializagdo dessa espécie (MARTINELLI; MORAES,
2013; BRASIL, 2014; BRITO et al., 2018). Somado a perda gradual da variabilidade
genética para as espécies citadas, o estabelecimento de mecanismos para preservagao in
situ e/ou ex situ configura estratégia para manuten¢do de espécies de notavel potencial
econdmico e ambiental (SANTOS et al., 2017).

A conservagdo de recursos genéticos in situ € um método de conservacao que visa
preservar os ecossistemas e os habitats naturais com a manutengdo e a reconstituicao de
populagdes vidveis de espécies de interesse nos seus ambientes naturais e, no caso de
espécies domesticadas e cultivadas, nos ambientes onde desenvolveram seus caracteres
distintos (SIMON, 2010). J4 na conservagao ex situ ¢ encontrada na natureza em pequenos

fragmentos florestais, com frequéncia, em distribui¢do agrupado, em forma de manchas,
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constituido por menos de cem individuos. Neste processo, ocorre expressiva perda de
variabilidade genética (endogamia), com redugdes na capacidade adaptativa, vigor, porte
e produtividade (COSTA et al., 2015).

Para ampliar as possibilidades de expansdo dessas espécies e atender a pressao
imposta pela demanda crescente de recursos naturais, a obten¢do de madeira e produtos
farmacologicos poderia ser originada de arvores plantadas em sistemas agroflorestais ou
florestas com gestao sustentaveis (RODRIGUEZ et al., 2017).

Segundo Brito et al. (2018) ha caréncia de informagdes sobre o estabelecimento
de protocolos de produ¢do de mudas que possam servir de apoio para empreendimentos,
tanto com fins comerciais como conservacionistas (CRUZ et al, 2016). Para tanto, faz-se
necessario ampliacao dos estudos sobre formas de conservacdo e multiplicagdo das
espécies de modo tradicional ou ainda, por meio de métodos biotecnoldgicos, como a
cultura de tecidos.

A conservacgao ex situ de germoplasma in vitro se baseia no cultivo das colecdes
em laboratério a partir da técnica da cultura de tecidos (GEORGE, 1993; NASCIMENTO
et al., 2015). A manutengdo de colegdes in vitro tem sido considerado uma forma
alternativa a conservag¢ao, especialmente para espécies nativas ameagadas de extingdo que
tém limitada capacidade reprodutiva e/ou existem em habitats ameacados, permitindo que
o material vegetal de interesse fique disponivel para recuperagao ou uso futuro (ROCA
etal., 1991). Figueiredo e Takita (2004) mencionam que esse método ¢ vantajoso porque
permite manter grande nimero de plantas em um espago pequeno com reducdo de perdas
genéticas e custos.

O crescimento lento envolve a redugao do metabolismo das plantas. O cultivo
envolve a utilizagdo de meristemas e/ou apices caulinares submetidas a ambientes com
modifica¢des nas condigdes fisicas (temperatura e luminosidade) ou quimicas do meio de
cultivo (nutrientes orgdnicos e inorganicos, reguladores osmoticos ou inibidores de
crescimento) (ARRIGONI-BLANK et al.,, 2014). O sucesso da técnica requer o
desenvolvimento de protocolos especificos para cada tipo de espécie, acessos e explantes
(WATT et al., 2004).

A micropropagagdo ¢ uma modalidade dentro da cultura de tecidos que mais se
tem difundido e encontrado aplicagdes praticas comprovadas (CARVALHO et al., 2006).
Pode ser definida como o cultivo de células, tecidos e 6rgios vegetais em condigdes
assépticas, por periodos indefinidos num meio de cultura apropriado (SERAFINI et al.

2001; DE ANDRADE, 2007). A técnica ¢ baseada na totipotencialidade da célula vegetal,
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ou seja, na sua capacidade de, por si s6, originar uma nova planta, devido as mesmas
encerrarem em seu nucleo toda informagdo genética para isto (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

A micropropagacdo envolve os seguintes estagios: inicio da cultura (dependente
do tipo de explante ou da planta doadora); multiplicagdo de brotagdes (crucial e alcangada
usando reguladores de crescimento de plantas); crescimento das brotagdes, com
subsequente enraizadas ex vitro ou in vitro e aclimatacdo das plantas cultivadas in vitro
(SHAHZAD et al., 2017; BRIDGEN et al., 2018).

O controle e a prevengdo de contaminagdes por microrganismos apresentam
elevado destaque no cultivo in vitro (GOLLE et al., 2013). Nesse sentido, a assepsia
configura etapa primordial para o estabelecimento adequado das plantas micro
propagadas (SILVA et al., 2019). Para o estabelecimento in vitro do material a ser
conservado ou multiplicado € necessario determinar a metodologia mais adequada para
desinfestagao dos explantes (FERREIRA et al., 2009).

Os microrganismos contaminantes competem pelos nutrientes do meio de cultura
e provocam danos diretos e indiretos pela colonizacdo de tecidos, podendo eliminar no
meio, metabolitos toxicos as plantas (MONTARROYOS, 2000). Na literatura, inclusive,
observa-se a recomendagao de controle fitossanitario (fungicidas e bactericidas), antes da
coleta dos explantes para a redugdo da contaminagao no cultivo in vitro (OLIVEIRA et
al., 2013).

Virios elementos influenciam no comportamento da cultura in vitro, tais como,
fatores biologicos (tipo e condicdo fisioldégica do explante, caracteristicas genéticas),
quimicos (composi¢do do meio de cultura, pH, reguladores de crescimento) e fisicos
(temperatura, luminosidade, fotoperiodo) entre outros (ANDRADE, 2000). Testes
realizados em trabalhos sobre conservagdo de germoplasma in vitro por crescimento lento
estdo relacionados a adi¢ao de diferentes concentragdes de retardadores de crescimento
como de 4cido abscisico ao meio de cultura; e/ou adi¢cdo de agentes osmoticos como o
manitol, sorbitol e sacarose (PIRES, 2017).

Assim que estdo estabelecidos in vitro, os explantes passam para a etapa de
multiplicag¢do, que ¢ a fase mais longa da micropropagagdo e visa a produzir o maior
nimero possivel de plantas uniformes e de alta qualidade (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Nesta etapa, para maior efici€éncia pode-se fazer a combinacao entre

reguladores vegetais. A necessidade de reguladores, bem como ao tipo, concentragdo sao



varidveis com a resposta da espécie, de acordo com seu conteudo enddégeno de hormonios
e a sensibilidade aos compostos utilizados (LIMA et al., 2008).

O desenvolvimento de técnicas de propagacao para plantas nativas ¢ importante
para evitar o extrativismo insustentavel e a extingdo de espécies. Os conhecimentos
obtidos por meio do estabelecimento de protocolos e metodologias especificos facilitam
a domestica¢do, melhoramento e propaga¢do de gendtipos de interesse (PEGO et al.,
2014). Contudo, ¢ possivel otimizar a producdo de mudas sadias em larga escala, com
sanidade e identidade genética garantidas (WINHELMANN et al., 2019).

Apesar das pronunciadas vantagens, observa-se a necessidade de superar diversos
obstaculos no processo de conservagao in vitro e micropropagacao de espécies nativas.
Desta forma, objetivou-se avaliar a conservagao in vitro de aroeira por crescimento lento
com posterior retomada de crescimento; comparar tratamentos quimicos na assepsia de
segmentos nodais de aroeira; testar reguladores de crescimento no estabelecimento da
aroeira; analisar diferentes citocininas em concentragdes distintas e zeatina combinada a
auxinas no estabelecimento e desenvolvimento da baratina e verificar inibidores de

etileno sobre o desenvolvimento e a abscisdo foliar da baratina.
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CAPITULO 1

CONSERVACAO IN VITRO E RETOMADA DE CRESCIMENTO DE AROEIRA
Mpyracrodruon urundeuva Allemao

RESUMO

A aroeira ¢ uma espécie nativa considerada nobre devido as caracteristicas da madeira e
diversas propriedades medicinais. A demanda pelos atributos desejaveis que esta espécie
apresenta ¢ crescente. No entanto, o extrativismo predatorio ao longo das décadas tem
limitado a regeneracao natural da aroeira, o que torna urgente a obtencao de métodos de
preservagdo que contribuam para evitar a extingdo da espécie. Contudo, objetivou-se
avaliar a conservagdo in vitro de aroeira por meio da técnica do crescimento lento com
posterior retomada do crescimento. Dois experimentos para conservacdo ¢ um de
retomada de crescimento foram realizados no Laboratério de Biotecnologia em
Uberlandia-MG. O delineamento utilizado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado. No primeiro experimento de conservagao foram avaliados: manitol e sorbitol
nas doses de 10 e 20 g L' e sacarose (30 g L' e 40 g L™!) nos periodos de 30; 60; 90 e
120 dias. Ja no segundo avaliou-se o efeito de manitol e sorbitol nas dosesde Se 10 g L-
I'e acido abscisico - ABA (1 e 2 mg L) nos tempos 60 e 120 dias. Apos 120 dias de
conservagao in vitro foi realizado um experimento para retomada de crescimento, com 0s
explantes do segundo experimento de conservagdo que foram transferidos para frascos
onde permaneceram por 60 dias. A adi¢do de sacarose na dose de 40 g L' ao meio de
cultura aumenta a quantidade de calos, porém reduz a sobrevivéncia de explantes de
aroeira. A adi¢io de sorbitol (5e 10 g L) ou 4cido abscisico (1 e 2 mg L") proporcionam
taxa de sobrevivéncia semelhantes e ndo reduzem o desenvolvimento dos explantes. O
manitol afeta a retomada de crescimento dos explantes provocando menor taxa de
sobrevivéncia ndo sendo recomendado para conservagdo in vitro por crescimento lento
de segmentos nodais de aroeira.

Palavras-chave: Myracrodruon wurundeuva Fr. Allemdo, crescimento lento,
osmorreguladores, regulador vegetal.

ABSTRACT

IN VITRO CONSERVATION AND RESUMPTION OF AROEIRA GROWTH
Myracrodruon urundeuva Allemao

The aroeira is a native species considered noble due to the characteristics of the wood and
several medicinal properties. The demand for the desirable attributes that this species
presents is growing. However, predatory extraction over the decades has limited the
natural regeneration of aroeira, which makes it urgent to obtain preservation methods that
contribute to avoid the extinction of the species. However, the objective was to evaluate
the in vitro conservation of aroeira by means of the slow growth technique with later
resumption of growth. Two experiments for conservation and one for resuming growth
were carried out at the Biotechnology Laboratory in Uberlandia-MG. The design used in
the experiments was completely randomized. In the first conservation experiment were
evaluated: mannitol and sorbitol in doses of 10 and 20 g L™! and sucrose (30 g L' and 40
g L") in periods of 30; 60; 90 and 120 days. In the second, the effect of mannitol and
sorbitol at doses of 5 and 10 g L! and abscisic acid-ABA (1 and 2 mg L") was evaluated
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at 60 and 120 days. After 120 days of in vitro conservation, an experiment to resume
growth was carried out, with the explants of the second conservation experiment that were
transferred to flasks where they remained for 60 days. The addition of sucrose at a dose
of 40 g L' to the culture medium increases the amount of calluses, but reduces the
survival of aroeira explants. The addition of sorbitol (5 and 10 g L") or abscisic acid (1
and 2 mg L) provides similar survival rates and does not reduce the development of
explants. Mannitol affects the resumption of growth of explants causing a lower survival
rate and is not recommended for in vitro conservation due to slow growth of nodal mastic
segments.

Keywords: Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao, slow growth, osmoregulators, plant
regulator.

1 INTRODUCAO

A aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. Allemdo), pertencente a familia
Anacardiaceae, ¢ uma arvore de madeira conhecida por seu uso na industria de constru¢do
brasileira, com cerne fortemente resistente ao ataque de cupins e fungos fitopatogénicos
(SILVA et al., 2019). A espécie apresenta elevada importancia socioecondmica, com
destaque para os aspectos etnofarmacoldgicos, uma vez que os compostos encontrados
nas varias partes da espécie possuem propriedades terapéuticas consideraveis (RIBEIRO
etal., 2014).

E de conhecimento popular local a agio analgésico, anti-inflamatério,
antioxidante, antifiungico e antibacteriano da aroeira. Na literatura hé relatos que tais
beneficios a saude estao relacionados principalmente aos compostos bioativos: polifendis,
taninos, flavonoides e alcaloides (CECfLIO et al.,, 2016; OLIVEIRA et al.,2017;
AGUIAR GALVADO et al., 2018). Pesquisas recentes lingam os bioativos de aroeira a
propriedades de preveng@o ou tratamento de disturbios neurodegenerativos, doengas que
sdo crescentes na populacdo mundial (VIANA; CALOU, 2019). Nesse sentido, hd uma
tendéncia de expansao na demanda pela espécie.

A aroeira, pela vasta aptidio de uso estd em risco de extingdo devido ao
extrativismo realizado de forma desordenada. A espécie integra a lista vermelha de
espécies ameagadas e classificada na categoria vulneravel (BRASIL, 2014).

Em espécies que estdo em risco de extingcdo faz-se necessario, inicialmente,
ampliagdo dos estudos sobre formas de conservacao e retomada de crescimento, sendo
uma alternativa promissora utilizar métodos biotecnologicos, como a cultura de tecidos.
A manutencdo de colecdes in vitro ¢ indicada para a conservagdo de espécies com

limitada capacidade reprodutiva e/ou existem em habitats ameagados (ROCA et al.,
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1991). O grande numero de plantas em pequeno espago fisico, em ambiente controlado,
livre dos riscos existentes a campo, reduz os custos de manutencado e garantem fidelidade
genética (LEDO et al., 2014).

O crescimento lento ¢ uma técnica in vitro determinada pela reducdao do
metabolismo das plantas. O cultivo consiste na utilizagdo de meristemas e/ou apices
caulinares submetidas a ambientes com modificagdes nas condigdes fisicas (temperatura
e luminosidade) ou quimicas do meio de cultivo (nutrientes organicos € inorganicos,
reguladores osméticos ou inibidores de crescimento) (ARRIGONI-BLANK et al., 2014;
HOLOBIU et al., 2018). O sucesso da técnica requer o desenvolvimento de protocolos
especificos para cada tipo de espécie, acessos e explantes (WATT et al., 2004).

Segundo Silva et al. (2016), o manejo das plantas em temperaturas baixas
associadas a adi¢do de agentes osmoticos no meio de cultura resulta em maior eficiéncia
na conservacdo de germoplasma in vitro. Os compostos utilizados para maximizar a
conservagao incluem o manitol, sorbitol e a sacarose (NASIRUDDIN; ISLAM, 2018;
MUNOZ et al., 2019).

A concentra¢do adequada de agentes osmoticos ¢ fundamental para obter os
resultados satisfatorios. Doses elevadas podem desregular o metabolismo das plantas,
promover alteracdes na permeabilidade da membrana e também aumentar o estresse
oxidativo, o que pode resultar em lesao tecidual (GUPTA et al., 2017).

Ha escassez de estudos com técnicas de culturas de tecidos em espécies tropicais,
tanto na avaliagdo da conservagdo como desempenho das plantas conservadas na fase de
retomada do crescimento (SANTOS et al.; 2016). No caso da aroeira, nao existem
trabalhos com resultados que indiquem uma maneira de crescimento lento para
conservagao in vitro da espécie. Desta forma, objetivou-se a conservagao in vitro de

aroeira através da técnica do crescimento lento.
2 MATERIAL E METODOS

No Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia Campus
Umuarama, sementes de aroeira fornecidas pela Embrapa Semiérido de Petrolina — PE,
foram desinfetadas com alcool 70% por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio a 2,5%
por 30 minutos. Em cdmara de fluxo laminar, essas sementes foram enxaguadas cinco
vezes com agua destilada e autoclavada. Posteriormente, foram colocadas em frascos de

vidro transparente, vedados com tampas plasticas, contendo 40 mL de meio MS na
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concentracdo 50% (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2 g L™! de carvio
ativado, 7 g L' de 4gar e pH ajustado para 5,7, que foram previamente autoclavados a
uma temperatura de 121°C por 20 minutos.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 +2 °C
e fotoperiodo de 16 horas de luz com intensidade luminosa de 25 mol m™ s™! (medida com
luximetro) fornecida por lampadas do tipo fluorescente branca fria. Apos 120 dias, as
plantas obtidas foram seccionadas para a extracdo de segmentos nodais de
aproximadamente 2 cm de comprimento, que foram utilizados como explantes na etapa
de conservacgao in vitro.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais advindos do estabelecimento
prévio in vitro foram colocados em frascos de vidro transparente, vedados por tampas
plésticas, contendo 40 mL de meio MS 50% suplementado com 7 g L™! de 4gar e variando
de acordo com os diferentes tratamentos estudados. O pH do meio foi ajustado para 5,7 e
os frascos foram autoclavados a temperatura de 121 °C por 20 minutos, um dia antes de
colocar os explantes no meio.

Para testar a metodologia de conservacgao in vitro por crescimento lento da aroeira
foram realizados dois experimentos. O primeiro ocorreu entre os meses de outubro de
2017 a janeiro de 2018 com tratamentos descritos na Tabela 1. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigdes sendo a parcelas compostas de trés
frascos com dois explantes cada, em fatorial 6 x 4 com parcelas subdivididas no tempo,
o primeiro fator referindo-se aos agentes osmoticos e o segundo fator aos periodos de
avaliacao: 30; 60; 90 ¢ 120 dias. Foram avaliados o nimero de folhas verdes, nimero de

folhas secas, porcentagem de calos e sobrevivéncia.

TABELA 1. Osmorreguladores e concentragdes utilizados para a conservagao de aroeira
in vitro. Uberlandia-MG, 2019.

Dose
Tratamento (gL
Manitol 10
Manitol 20
Sorbitol 10
Sorbitol 20
Sacarose 30
Sacarose 40

O segundo experimento foi conduzido entre os meses de outubro de 2018 a janeiro

de 2019 com os tratamentos descritos na Tabela 2. O delineamento foi inteiramente
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casualizado com quatro repeticdes e parcelas compostas de trés frascos com dois
explantes cada, em fatorial 6 x 2 com parcelas subdivididas no tempo, o primeiro fator
referindo-se aos agentes osmoticos e o segundo fator aos periodos de avaliagao: 60 ¢ 120
dias, em que foram avaliadas o nimero de folhas verdes e a taxa de sobrevivéncia por

meio de contagem visual.

TABELA 2. Osmorreguladores e regulador vegetal utilizados para a conservacdo de
aroeira in vitro. Uberlandia-MG, 2019.

Tratamento (ngeO?;eL'l)
Manitol 5
Manitol 10
Sorbitol 5
Sorbitol 10
Acido Abscisico 1

Acido Abscisico

Para retomada de crescimento apds 120 dias de conservacao in vitro foi realizado
um experimento entre os meses de janeiro a marco de 2019 com os explantes do segundo
experimento que foram transferidos para frascos contendo 40 mL de meio MS a 50%,
suplementado com 7 g L™! de 4gar, 2 g L' de carvio ativado e pH ajustado para 5,7, que
foram previamente autoclavados a temperatura de 121°C por 20 minutos. Posteriormente,
foram colocados em meio de cultura e mantidos em sala de crescimento a temperatura de
25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz com intensidade luminosa de 25 mol m™ s’
(medida com luximetro) fornecida por lampadas do tipo fluorescente branca fria.

A avaliagdo das plantas de aroeira ocorreu aos 60 dias apds os explantes serem
colocados nos frascos para retomada de crescimento, avaliando-se a taxa de
sobrevivéncia, o numero de folhas verdes, o comprimento da parte aérea, mensurado com
régua milimetrada e a biomassa obtida pela pesagem em balanga de precisao.

Os dados foram testados quanto as pressuposi¢des de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente,
a 1% de probabilidade, utilizando o software estatistico SPSS (IBM, 2013) e as variaveis
foram submetidas a andlise de variancia com o auxilio do programa SISVAR

(FERREIRA, 2014). As médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Agentes osmoticos na conservacio in vitro de segmentos nodais de aroeira
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A anélise de varidncia demonstrou que houve efeito significativo da interagcdo
agente osmotico X tempo em todas as varidveis avaliadas para conservacao de segmentos
nodais in vitro da aroeira (Tabelas 3 e 4). Sorbitol na menor dose resultou em maior
quantidade de folhas verdes em todos os tempos de conservagdo in vitro, com destaque
para o tempo de 60 dias em que o sorbitol proporcionou maior nimero de folhas verdes
independente da concentracdo (Tabela 3). Este resultado evidenciou a influéncia da dose
para efeito do sorbitol, pois quando utilizado na dose de 10 g L' ele nio reduziu o
metabolismo dos explantes e o aumento da dose para 20 g L™! reduziu significativamente
a quantidade de folhas verdes apds 60 dias.

Vale ressaltar que o sorbitol (10 g L™!) promoveu nimero de folhas verdes entre
54 a 211% superior ao encontrado em sacarose (40 g L™!) ao longo dos periodos avaliados.
Aos 120 DAC observou-se que o tratamento que apresentou desenvolvimento suprimido

relacionou-se ao manitol, independente da dose.

TABELA 3. Numero de folhas verdes e nimero de folhas secas de segmentos nodais de
aroeira submetidos a diferentes agentes osmoticos aos 30, 60, 90 e 120 dias de
conservagao in vitro. Uberlandia-MG, 2019.

Tratamento  Dose (g L) Numero de folhas verdes
30 60 90 120

Manitol 10 0,88 Bed 2,00 Abc 1,25 ABcd 1,13 Abc
Manitol 20 1,06 Bed 2,19 Abc 1,50 ABcd 1,13 Bc
Sorbitol 10 4,63 Ba 5,75 Aa 5,88 Aa 6,63 Aa
Sorbitol 20 2,00 Cbc 4,88 Aa 3,00 Bb 3,50 Bb
Sacarose 30 0,50 Bd 1,00 Bc 1,00 Bd 2,00 Ac
Sacarose 40 3,00 Ab 3,00 Ab 2,25 Abc 2,13 Ac
W: Frev 0,948; 2,383

CV (%) 23,77;20,40

Numero de folhas secas
30 60 90 120

Manitol 10 0,00 Aa 0,50 Ab 0,75 Ab 0,00 Ab
Manitol 20 0,00 Aa 0,25 Ab 1,00 Ab 0,00 Ab
Sorbitol 10 0,25 Ca 2,00 Bab 4,00 Aa 4,50 Aa
Sorbitol 20 0,25 Ba 1,50 ABab 2,25 Aab 1,50 ABb
Sacarose 30 1,00 Aa 1,00 Aab 1,00 Ab 1,50 Ab
Sacarose 40 1,00 Ca 2,50 Ba 3,75 ABa 4,00 Aa
W: Frev 0,955; 2,554

CV (%) 71,24; 48,39

Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna e maitisculas na linha, diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade; W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribui¢o normal e variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de
probabilidade; CV: coeficiente de variagdo.
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As diferencas observadas entre os solutos contidos nos agentes osmoticos na
conservagao de aroeira podem estar relacionadas a compatibilidade dos solutos ao
metabolismo da espécie. Dessa forma, as moléculas mais compativeis podem promover
funcdes enzimaticas benéficas, que auxiliam na protecdo das plantas contra condigdes
adversas como dessecacdo, salinidade, entre outros (BARRERA et al.,, 2019),
respondendo de forma mais positiva na conservacao.

Nao houve diferenga entre os osmorreguladores para nimero de folhas secas aos
30 dias de conservacdo (DC) (Tabela 3). Aos 60 DC, o menor nimero de folhas secas
foi encontrado em manitol (10 e 20 g L), sendo os valores 10 e 5 vezes menos folhas
secas que encontrado em sacarose 40 g L™\, Aos 90 e 120 DC, menor niimero de folhas
secas também esta relacionado ao meio de cultivo na presenga de manitol. No entanto,
nas duas Ultimas avaliagdes, sorbitol 10 g L™, apresentou valores altos de folhas secas,
ndo diferindo de sacarose 40 g L.

Ao avaliar o efeito do tempo dentro de cada manejo do meio de cultura, observou-
se que nio houve diferen¢a no niimero de folhas em manitol 10 e 20 g L™ e sacarose 30
g L1, a diferenca mais pronunciada ao longo do periodo de conservagio foi observado
em sacarose 40 g L', sendo 4 vezes superior aos 120 DC, comparado a 30 DC (Tabela
3). A morte das folhas pode ser atribuida ao esgotamento dos nutrientes e vitaminas no
meio de cultura, uma vez que a aroeira ¢ altamente exigente do ponto de vista nutricional
(KRATKA; CORREIA, 2015).

O manitol, que apresentou os menores valores de folhas secas, apresenta papel na
protecdo das células e estruturas celulares contra danos causados pelo oxigénio reativo,
extinguindo os radicais livres antes que eles se difundam e danifiquem componentes
celulares fundamentais (PATEL; WILLIAMSON, 2016). O manitol promoveu aumento
na indu¢do de novos ramos de Simmondsia chinensis (BEKHEET et al., 2016) e
incremento no nimero de brotagdes por explante em cultivares de Manihot esculenta
(JOLAYEMI; OPABODE, 2018).

Os dados referentes a quantidade de calos encontram-se na Tabela 4. Todos os
agentes osmoticos favoreceram o desenvolvimento de calos nos segmentos nodais de
aroeira a partir dos 30 dias de conservagao in vitro. Manitol e sorbitol foram semelhantes
quanto a formagao de calos nos diferentes tempos de avalia¢do. A utilizagdo de sacarose
independente da dose resultou em maior percentagem de calos em relacdo aos agentes
osmoticos manitol e sorbitol aos 30 dias e na avaliagao final aos 120 dias a maior dose de

sacarose resultou em formacao de calos em 90% dos explantes.
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TABELA 4. Porcentagem de calos e percentagem de sobrevivéncia de segmentos nodais
de aroeira submetidos a diferentes agentes osmoticos aos 30, 60, 90 e 120 dias de
conservagao in vitro. Uberlandia-MG, 2019.

Tratamento (];(Iis_?) Quantidade de calos (%)
30 60 90 120

Manitol 10 27,5 Bb 57,5 Abc 67,5 Ab 67,5 Ab
Manitol 20 20,0 Bb 70,0 Aab 80,0 Aab 80,0 Aab
Sorbitol 10 16,3 Bb 50,0 Ac 62,5 Ab 62,5 Ab
Sorbitol 20 30,0 Bb 72,5 Aab 80,0 Aab 77,5 Aab
Sacarose 30 50,0 Ba 80,0 Aa 80,0 Aab 80,0 Aab
Sacarose 40 50,0 Ba 70,0 Aab 87,5 Aa 90,0 Aa
W: Frey 0,9124; 2,677

CV (%) 15,05; 11,82

Sobrevivéncia (%)
30 60 90 120

Manitol 10 70,0 Abc 52,5 Bb 40,0 BCb 32,5 Cab
Manitol 20 90,0 Aa 70,0 Ba 45,0 Cb 45,0 Ca
Sorbitol 10 80,0 Aab 75,0 Aba 65,0 Ba 47,50 Ca
Sorbitol 20 60,0 Ac 60,0 Aab 47,5 ABb 45,0 Ba
Sacarose 30 90,0 Aa 60,0 Bab 47,5 Bb 47,5 Ba
Sacarose 40 90,0 Aa 45,0 Bb 40,0 Bb 22,5Cb
W: Frey 0,9331; 2,993

CV (%) 13,44; 12,34

Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade; W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribui¢do normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de
probabilidade; CV: coeficiente de variagdo.

Apo6s 30 dias de conservagao in vitro, os explantes de aroeira apresentaram queda
da taxa de sobrevivéncia para todos os agentes osmoticos avaliados em fungdo do tempo.
Na avaliagdo aos 120 dias, somente 40% do total dos explantes sobreviveram e a
utilizagdo da maior dose sacarose proporcionou menor sobrevivéncia que sacarose na
menor dose e sorbitol indiferente da dose com apenas 22,50% de explantes vivos (Tabela
4).

A redugdo do crescimento vegetativo em particular do crescimento de folhas e a
taxa de sobrevivéncia pode estar relacionado a efeito fisioldgico ocasionado por maior
pressdo osmotica no meio de cultura promovida por alta quantidade de sais, os quais
promovem efeitos prejudiciais com reducdo na absor¢do de agua necessaria para o
metabolismo e desequilibrio hormonal (citocininas/auxinas), que causam problemas no
crescimento da parte aérea (SALEH et al., 2017; BANERJEE; ROYCHOUDHURY,
2018).

Na literatura pode-se encontrar respostas positivas a adi¢ao de sacarose ao meio
de cultivo MS em vérios parametros avaliados. Em geral, valores entre 15a 31 g L' de
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sacarose favorecem o desenvolvimento e doses superiores retardam os processos
metabolicos tanto na emissao e crescimento radicular como o crescimento da parte aérea
(GALDIANO JUNIOR et al., 2013), o que pode ser observado também no presente
estudo, evidenciado com a menor taxa de sobrevivéncia entre os agentes osmoticos
avaliados.

Pesquisas que corroboram com a faixa de sacarose citada pode ser encontrado em
trabalhos com cana-de-actucar (FERREIRA et al., 2016), pitaia vermelha (LOPES et al.,
2017), Miltonia flavescens (LEMES et al., 2016), Cattleya bowringiana (PALAORO et
al., 2018), entre outros. Arencibia et al. (2018) verificaram que a redu¢do em 50% da
concentragdo de sacarose usual no meio de cultura (3%) melhorou o enraizamento e a

qualidade das brotagdes de Populus spp. cultivadas in vitro.

3.2 Agentes osmoticos e regulador vegetal na conservaciao in vitro de segmentos

nodais de aroeira

Nao houve interagdo entre os agentes osmoticos ou regulador vegetal x tempo das
avaliacOes e os tratamentos nas doses testadas ndo influenciaram a taxa de sobrevivéncia
e o numero de folhas verdes de aroeira aos 60 ou 120 dias de conservagao in vitro.
Entretanto, observou-se diferencas significativas em fung¢do do tempo para ambas as

caracteristicas (Tabela 5).

TABELA 5. Taxa de sobrevivéncia e nimero de folhas verdes de segmentos nodais de
aroeira submetidos a doses de dois agentes osmoticos e um regulador vegetal aos 60 e
120 dias de conservacgao in vitro. Uberlandia-MG, 2019.

Tratamento Dose 1 Taxa de sobrevivéncia Numero de folhas
(mgegL™) verdes
60 120 60 120
Manitol 5 91,67 a 83,33 a 1,37 a 3,38a
Manitol 10 91,67 a 75,00 a 1,62 a 429 a
Sorbitol 5 100,0 a 91,67 a 1,50 a 421 a
Sorbitol 10 91,67 a 87,50 a 1,17 a 2,63 a
Acido Abscisico 1 100,0 a 91,67 a 1,21 a 6,46 a
Acido Abscisico 2 100,0 a 87,50 a 1,23 a 5,90 a
Média 95,83 A 86,11 B 1,35B 4,48 A
W: Frey 0,921;3,270 0,937;2,643
CV (%) 19,43; 11,63 45,66; 54,52

Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05). W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito
indicam residuos com distribuig¢do normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de
probabilidade; CV: coeficiente de variagao.
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Os segmentos nodais de aroeira foram mantidos 120 dias em conservagao in vitro.
Verificou-se reducao significativa da taxa de sobrevivéncia, passando de 95,8 (60 DC)
para 86,1%, o que representou decréscimo de 10,1%. Ja para o numero de folhas verdes,
o maior tempo de conservagdo in vitro (120 DC) proporcionou aumento de 331% em
relagdo a avaliacao aos 60 dias.

O manitol e o sorbitol sdo carboidratos que ndo sao metabolizados pelas plantas e
por isso podem ser utilizados na reducao do potencial hidrico do meio de cultura
(GEORGE, 1993), interferindo na absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas e,
consequentemente, no desenvolvimento. Enquanto o acido abscisico ¢ um retardador do
crescimento que controla o inicio e a manutencao da dorméncia em gemas e a abertura e
fechamento de estdmatos, atuando diretamente na planta (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Pires (2017) em trabalho visando a conservagdo in vitro por crescimento lento de
mangabeira do Cerrado (Hancornia speciosa Gomes) com a utilizagdo de manitol nas
doses de 0 a 25 g L! e sorbitol nas doses de 0 a 40 g L' relatou que esses agentes
osmoticos nao foram vidveis para a conservagao in vitro por crescimento lento da espécie.

O sucesso da técnica de crescimento lento in vitro depende de fatores como a
concentragcdo do agente osmoético ou regulador vegetal, composicdo do meio de cultura,
o tipo de explante, a espécie em estudo e outros. A escolha dos carboidratos e/ou
concentragdo pode ser uma poderosa alavanca para gerenciar com sucesso a competéncia
morfogénica das culturas de tecidos vegetais. Além disso, os acucares sdo cada vez mais
consideradas componentes de sinalizacdo percebidas por diversos sensores e regulam

muitos processos fundamentais (HAMAMA et al., 2019).

3.3 Retomada de crescimento dos segmentos nodais de aroeira conservados in vitro

A taxa de sobrevivéncia dos segmentos nodais de aroeira aos 60 dias apds a
retomada de crescimento foi influenciada pelos tratamentos (Tabela 6). Segmentos nodais
conservados em meio com adigdo de manitol apresentaram taxa de sobrevivéncia
inferiores aos meios suplementados com sorbitol e acido abscisico e quando utilizado
manitol 10 g L™ ndo foi possivel a recuperagdo do crescimento dos explantes, o que afetou
as demais caracteristicas avaliadas.

De acordo com os resultados observados pode-se constatar que os explantes
mantidos sob a¢do do manitol durante o periodo de 120 dias de conservacao in vitro

sofreram estresse que afetou a recuperacdo do crescimento, mesmo apoés transferéncia
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para meio ndo suplementado com agentes osmoticos ou regulador vegetal. Efeitos
nocivos do manitol também foram observados para a conservacao in vitro de microestacas

de mangabeira e multiplicagio de amoreira-preta (SA et al., 2011; SILVA et al., 2016).

TABELA 6. Médias da taxa de sobrevivéncia (TS), nimero de folhas verdes (NFV),
comprimento de parte aérea (CPA) e biomassa (MF) de segmentos nodais de aroeira
submetidos a crescimento lento com dois agentes osmoticos e um regulador vegetal aos
60 dias de retomada do crescimento. Uberlandia-MG, 2019.

Concentragao o

Tratamento (mgeg L) TS (%) NFV CPA (cm) MF (g)
Manitol 5 2,500 0,75 be 0,75 ab 0,013 ab
Manitol 10 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 b 0,000 b
Sorbitol 5 42,50 a 225a 1,25a 0,025 a
Sorbitol 10 37,50 a 1,25 abc 1,00 a 0,021 a
Acido Abscisico 1 4750a  1,75ab 1,75 a 0,015 a
Acido Abscisico 2 45,00 a 1,00 abc 0,75 ab 0,016 a
W: Frev 0,95;6,96 0,94;2,05 0,92;2,40 0,96;3,65
CV (%) 16,36 55,7 66,06 39,97

Transformacao Jx+0,5 - - -

Meédias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam
residuos com distribui¢do normal e variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade; CV:
coeficiente de variagao.

A utilizagdo de sorbitol 5 g L' para conservacdo in vitro proporcionou o maior
numero de folhas verdes que o manitol nas doses testadas e sem diferenga significativa
em comparacio ao sorbitol 10 g L™! e ao acido abscisico independentemente da dose. Isso
indica que os explantes responderam melhor para a retomada do crescimento com a
utilizacao de sorbitol (Tabela 6).

O crescimento da parte aérea (CPA) de segmentos nodais de aroeira apresentou
diferencgas em fungdo dos tratamentos na retomada de crescimento aos 60 dias (Tabela 6).
O agente osmético sorbitol nas doses de 5 ou 10 g L! e o regulador vegetal ABA na dose
de 1 mg L' resultaram em maiores CPA que o manitol na dose de 10 g L. De fato, o
manitol implicou em redugao no metabolismo das plantas conservadas in vitro em fungao
do menor potencial osmotico do meio a tal ponto que houve paralisacdo do crescimento
e morte dos explantes.

Para algumas espécies o sorbitol pode ser utilizado como fonte de carbono, o que
favorece o crescimento vegetal, ja para outras espécies age somente como regulador
osmotico, podendo reduzir o crescimento. Assim como no presente trabalho, Flores et al.
(2013) observaram viabilidade no crescimento lento de P. tuberosa em meio MS

suplementado com 10 g L™! de sorbitol, por um periodo de 120 dias. Conservagio in vitro
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usando MS com baixas concentragdes de sacarose e sorbitol favoreceu o crescimento
lento em conservagao in vitro de Lavandula dentata L e Rhazya stricta Decne (ATTIA et
al.; 2017).

A biomassa dos segmentos nodais de aroeira aos 60 dias de retomada de
crescimento diferiu em funcdo dos tratamentos (Tabela 6). Sorbitol e ABA foram
estatisticamente superiores ao manitol na dose 10 g L™! e iguais a menor dose de manitol.
Pires (2017) também observou que o manitol na conservacao de explantes de mangabeira
ndo possibilitou retomada do crescimento. Deve-se considerar que durante a conservagao
in vitro, a planta deve se manter viavel e com capacidade de retomar o crescimento normal
apos ser cultivada em meio que promova seu crescimento € multiplicagdo o que nao foi

possivel com uso da maior dose de manitol (10 g L.

4 CONCLUSOES

A adicio de sacarose na dose de 40 g L™! ao meio de cultura aumenta a quantidade
de calos, porém reduz a sobrevivéncia de explantes de aroeira.

A adigio de sorbitol (5 e 10 g L") ou 4cido abscisico (1 e 2 mg L) proporcionam
taxa de sobrevivéncia semelhantes e ndo reduzem o desenvolvimento dos explantes.

O manitol afeta a retomada de crescimento dos explantes provocando menor taxa
de sobrevivéncia ndo sendo recomendado para conservacao in vitro por crescimento lento

de segmentos nodais de aroeira.
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CAPITULO 2

DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE AROEIRA
Mpyracrodruon urundeuva Allemao

RESUMO

A aroeira ¢ uma espécie nativa considerada nobre devido as caracteristicas da madeira e
diversas propriedades medicinais. A micropropagagdo de espécies de destacado valor
como a aroeira ¢ vantajosa para atender a demanda crescente por produtos de origem
natural e sustentavel. As espécies florestais brasileiras t€m como limitagcdo a obtencgao de
plantas livres de microrganismos e dificuldades no estabelecimento inicial para producdo
de mudas em escala. Com isso, objetivou-se avaliar a sobrevivéncia, a contaminagao, os
possiveis efeitos toxicos de produtos na assepsia e a influéncia de poliaminas no
estabelecimento de aroeira. Dois experimentos foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia-MG, em delineamento
inteiramente casualizado. Os segmentos nodais de aroeira foram obtidos de plantas
produzidas a partir de sementes. No primeiro experimento, quatro tratamentos para
desinfec¢ao foram avaliados: hipoclorito de sddio a 2%, oxicloreto de cobre, ipconazole
+ thiram e fludioxinil + metalaxyl M a 1%, com dez repetigdes. Aos 30 dias ap6s colocar
os explantes nos frascos foram avaliados a sobrevivéncia, contaminacao e fitotoxicidez.
No segundo experimento foram testados trés poliaminas (espermina, espermidina e
putrescina) em duas concentracdes (0,1 e 0, 5 mg L) em esquema fatorial 3 x 2, com
cinco repetigdes. Aos 60 dias ap6s colocar os explantes nos frascos avaliou-se o nimero
de folhas, comprimento da parte aérea, comprimento da raiz e a biomassa das plantas.
Observou-se que a utilizagdo de solugdo de hipoclorito de sédio a 2% ¢ eficiente para
desinfestacdo de segmentos nodais de aroeira por proporcionar reducao da contaminagao,
maior taxa de sobrevivéncia e sem causar fitotoxicidez. A espermina ¢ a poliamina que
promove o crescimento da parte aérea e na concentragio 0,1 mg L' proporciona maior
numeros de folhas e comprimento de raiz. Para maior biomassa da parte aérea da aroeira
a espermidina se destaca frente a putrescina.

Palavras-chave: assepsia, contaminacdo, micropropagacao, poliaminas.

ABSTRACT

PEST DISINFESTATION AND ESTABLISHMENT Mpyracrodruon urundeuva
Allemao

The aroeira is a native species considered noble due to the characteristics of the wood and
several medicinal properties. The micropropagation of species of outstanding value such
as aroeira is advantageous to meet the growing demand for products of natural and
sustainable origin. The Brazilian forest species have the limitation of obtaining plants free
of microorganisms and difficulties in the initial establishment for the production of
seedlings in scale. Thus, the objective was to evaluate survival, contamination, the
possible toxic effects of products in asepsis and the influence of polyamines in the aroeira
establishment. Two experiments were carried out at the Biotechnology Laboratory of the
Federal University of Uberlandia-MG, in a completely randomized design. The mastic
nodal segments were obtained from plants produced from seeds. In the first experiment,
four treatments for disinfection were evaluated: sodium hypochlorite at 2%, copper
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oxychloride, ipconazole + thiram and fludioxinil + metalaxyl M at 1%, with ten
repetitions. At 30 days after placing the explants in the flasks, survival, contamination
and phytotoxicity were evaluated. In the second experiment, three polyamines (spermine,
spermidine and putrescine) were tested in two concentrations (0,1 and 0,5 mg L") ina 3
x 2 factorial scheme, with five replications. At 60 days after placing the explants in the
flasks, the number of leaves, length of the aerial part, length of the root and the biomass
of the plants were evaluated. It was observed that the use of a 2% sodium hypochlorite
solution is efficient for disinfesting nodal segments of aroeira as it reduces contamination,
increases survival rate and does not cause phytotoxicity. Spermine is the polyamine that
promotes the growth of the aerial part and in the concentration 0,1 mg L™! provides greater
number of leaves and root length. For greater biomass of the aerial part of the aroeira,
spermidine stands out against putrescine.

Keywords: asepsis, contamination, micropropagation, polyamines.

1 INTRODUCAO

A aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. Allemdo), pertencente a familia
Anacardiaceae, ¢ uma arvore nobre, com cerne fortemente resistente ao ataque de cupins
e fungos fitopatogénicos (SILVA et al., 2019). A espécie € considerada pioneira, sendo
recomendada e muito utilizada na recuperagdo de ecossistemas degradados e
reflorestamento (CANUTO, et al., 2016; BERTONHA et al., 2016).

As folhas da aroeira sdo usadas para tratamento de feridas, vaginites, cervicites,
hemorroidas, gripe, bronquite e gastrites (LOPES et al., 2018; SHEDOEVA et al.; 2019).
Resultados com efeito analgésico, anti-inflamatério, antioxidante, antifungico e
antibacteriano de varias partes da arvore, também sdo de amplo conhecimento popular
local e estdo associados a compostos bioativos, como os polifendis, taninos, flavonoides
e alcaloides (CECILIO etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2017; AGUIAR GALVAO et al.,
2018). Pesquisas recentes relacionaram os bioativos de aroeira a preven¢do ou tratamento
de disturbios neurodegenerativos (VIANA; CALOU, 2019).

As descobertas de novos principios ativos contidos em espécies nativas podem
acirrar possiveis pressoes de uso (LIMA et al., 2018). Segundo Newman e Cragg (2016),
49% dos medicamentos anticancerigenos aprovados sdo obtidos de produtos naturais ou
derivados diretos. Nesse sentido, hd uma tendéncia de expansdo na demanda por recursos
naturais.

Para ampliar as possibilidades e atender as necessidades do mercado por matéria
prima natural, a obtenc¢ao de madeira e produtos farmacoldgicos poderia ser originada de

arvores plantadas (RODRIGUEZ et al., 2017). No entanto, hé caréncia de informacdes
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sobre o estabelecimento de produgdo de mudas de espécies nativas (CRUZ et al, 2016;
BRITO et al., 2018).

O desenvolvimento de técnicas de propagacao para plantas nativas ¢ importante
para evitar o extrativismo insustentdvel e a extingdo de espécies. Em cultivo in vitro ¢
possivel otimizar a producao de mudas sadias em larga escala, com sanidade e identidade
genética garantidas (WINHELMANN et al., 2019; SOUZA; HOULLOU, 2019). No
entanto, faz-se necessario ampliacdo dos estudos em métodos biotecnoldgicos, pois as
espécies nativas ainda apresentam grandes desafios em cultivo in vitro (PRUDENTE et
al., 2016).

O controle e a prevengcdo de contaminagdes por microrganismos apresentam
elevado destaque no cultivo in vitro. Com isso, a assepsia configura etapa primordial para
obtencdo de plantas micro propagadas (SILVA et al., 2019). A combinag¢do dos
compostos ativos para assepsia deve ser estabelecida de acordo com a espécie e a
sensibilidade do material a ser desinfestado para que nao ocorra intoxicacao dos tecidos.
A superexposicao do tecido aos agentes ativos pode danificar o explante, levando a morte
celular (CARVALHO, 2012; SANTOS et al., 2019).

No cultivo in vitro para otimizar os processos metabolicos ¢ comum a adi¢do de
reguladores de crescimento ao meio de cultura (SANTOS et al., 2019). As poliaminas sdo
considerados reguladores do crescimento das plantas, atuam em muitos processos
fisiologicos, como morfogénese, desenvolvimento de o6rgdos, respostas ao estresse,
crescimento, senescéncia foliar, sinalizagdo e proliferacdo celular. Nas plantas as
principais sdo a diamina putrescina (Put), a triamina espermidina (Spd) e a tetramina
espermina (Spm) (ABBASI et al., 2017; JAGU et al., 2017). Tais moléculas sao
importantes para a imunidade das plantas, bem como para a viruléncia de diversos
fitopatdgenos fungicos (VILAS et al., 2018; LI et al., 2019).

O uso de produtos que promovam a desinfec¢ao dos tecidos sem comprometer a
viabilidade dos mesmos e a adi¢do de reguladores vegetais ao meio de cultura podem
otimizar o estabelecimento inicial e desenvolvimento de plantas de aroeira. Portanto,
objetivou-se avaliar a sobrevivéncia, a contaminagdo e os possiveis efeitos toxicos de

produtos na assepsia e a influéncia de poliaminas sobre o estabelecimento de aroeira.

2 MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia localizado no Campus Umuarama em Uberlandia -
MG. Procedimentos comuns aos dois experimentos sao descritos a seguir.

Os segmentos nodais de aroeira foram obtidos de mudas produzidas a partir de
sementes fornecidas pela Embrapa Semiarido de Petrolina-PE, semeadas no més de
novembro de 2018 em bandejas de isopor com 128 células com substrato Plantmax®. Foi
semeada uma semente por célula (Figura 1A) e apos 120 dias, as plantas obtidas foram
seccionadas para a extracdo de segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de
comprimento que foram utilizados como explantes na etapa de desinfeccdo in vitro

(Figura 1B).

FIGURA 1. Plantas de aroeira obtidas da germinacao das sementes (A). Preparacdo de
segmentos nodais de aroeira (B). (Foto: Arquivo pessoal).

Os recipientes utilizados para colocar explantes foram tubos de ensaio com
diametro externo de 25 mm e altura de 150 mm. Em cada tubo foi adicionado 10 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na concentracdo de 50%,
suplementado com 30 g L' de sacarose e solidificado com 2,5 g L' de Phytagel® e pH
ajustado em 5,7 = 0,2. Apds o preparo, os tubos foram levados para a esterilizagdo em
autoclave, em temperatura de 120°C e 1 kgf cm™? de pressdo, por 20 minutos. Na
sequéncia foram retirados da autoclave, armazenados em estante na sala de crescimento
para resfriar em temperatura ambiente e solidificar o meio de cultura.

Apo6s o preparo do meio de cultura, os explantes foram pesados e separados em
frascos de vidro. Estes explantes foram lavados com detergente Tween 20® (3 ml L)
diluido em 4gua destilada, agitado por trés minutos e enxaguadas trés vezes com agua

destilada. Na sequéncia foram adicionados 20 mL de alcool etilico 70% (v/v) em cada
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frasco com 50 segmentos nodais que foram agitadas por cinco minutos, seguido por trés
enxagues em agua destilada.

Para colocacdo dos explantes em meio foram utilizados instrumentos de
manipulacdo esterilizados em autoclave que foram constantemente flambados durante o
processo. A cadmara de fluxo e todos os recipientes passaram por um processo de assepsia
com aplicacdo de alcool 70% (v/v) além de serem submetidos a radiacdo UV durante 15
minutos.

No momento de colocar os explantes no meio de cultura, os frascos contendo meio
de cultura ficaram abertos para verificar a incidéncia de possiveis contaminantes dentro
da camara e/ou resultantes do manuseio do operador. Os frascos vazios foram
acondicionados juntamente com os tratamentos na sala de crescimento e nao foi
observado nenhum tipo de contaminacdo durante e até mesmo apos a avaliacdo do
experimento.

Os frascos, contendo os explantes, foram identificados de acordo com os
tratamentos, vedados com plastico filme para evitar possiveis contaminagdes e levados
para uma sala de crescimento, onde foram dispostos aleatoriamente em uma prateleira de
metal. A temperatura média desta sala foi de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas, sendo a
intensidade luminosa de 25 mol m? s! (medida com luximetro) fornecida por lampadas
do tipo fluorescente branca fria.

O primeiro experimento foi realizado no periodo de janeiro a margo de 2019, em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos de desinfec¢do (Tabela

1) e dez repeti¢des sendo cada parcela constituida por um frasco com um explante cada.

TABELA 7. Tratamento com produtos quimicos utilizados. Uberlandia-MG, 2019.

Produto comercial Ingrediente ativo
Start 10% hipoclorito de sédio
Status oxicloreto de cobre
Rancona T ipconazole + tiram
Maxim XL fludioxonil + metalaxil

Os segmentos nodais foram embebidos pelo tempo de 5 minutos em solucdes
contendo os produtos testados aplicados na dose 1,0 % (v/v) e ndo foi realizado mais
nenhum enxague.

Aos 30 dias ap6s colocar os explantes no meio de cultura ocorreu a avaliagdo da

percentagem de explantes vivos para sobrevivéncia, percentagem de frascos com
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presenc¢a ou auséncia de contaminagdo (Figura 2 A) e a fitotoxicidez através de uma

escala de 0 (auséncia de sintomas) a 4 (fitotoxicidez severa) de acordo com a Figura 2 B.

- '

FIGURA 2. Frascos contaminados (A). Escala de fitotoxicidez de produtos quimicos
utilizados para desinfeccao de segmentos nodais de aroeira (B). (Foto: Arquivo pessoal).

O segundo experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a abril de 2019, em
delineamento inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 2, sendo o primeiro fator
reguladores vegetais e o segundo, concentragdes dos mesmos, com cinco repetigdes €

cada parcela constituida por dez frascos com um explante cada (Tabela 2).

TABELA 8. Reguladores vegetais e concentracdes utilizados para o estabelecimento de
aroeira. Uberlandia-MG, 2019.

Reguladores Concentragdo (ug L)
Espermina 82 ;

Espermidina 8:;
Putrescina 8: ;

Aos 60 dias apds colocar os explantes em meio de cultura foram avaliadas as
caracteristicas comprimento da parte aérea e radicular das plantas (cm) com uso de uma
régua milimetrada, nimero de folhas através da contagem visual e biomassa (g) das
plantas desenvolvidas com uso de uma balanga analitica de precisao.

Os dados foram testados quanto as pressuposi¢des de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente,
a 1% de probabilidade, utilizando o software estatistico SPSS (IBM, 2013). Ap0s os testes

de pressuposicdes, as variaveis foram submetidas a analise de variancia com o auxilio do
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programa SISVAR (FERREIRA, 2014) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desinfecc¢ido de explantes de aroeira

A taxa de sobrevivéncia dos explantes de aroeira nao foi satisfatoria apenas em
desinfestagdo realizada com Oxicloreto de cobre (28%), nos demais agentes ativos

utilizados a sobrevivéncia foi superior a 80% (Tabela 9).

TABELA 9. Taxa de sobrevivéncia (%), contaminacao (%) e fitotoxicidade de segmentos
nodais de aroeira submetidos ao tratamento para desinfestagdo. Uberlandia-MG, 2019.

Tratamento Sobrevivéncia Contaminacao Fitotoxicidade
Hipoclorito de s6dio 96,00 a 10,00 a 0,00 a
Oxicloreto de cobre 28,00 b 42,00 a 2,23 be

Ipconazole + tiram 93,54 a 38,00 a 2,74 ¢
Fludioxonil + metalaxil 80,00 a 82,00 b 1,33 b
Média 74,39 43,00 1,58
W: Frey 0,754;3,695 0,962;2,202 0,948;3,679
CV (%) 35,74 41,22 42,6

Meédias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05); W e Flev.:
Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribuigdo
normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade; CV: coeficiente de variacdo.

Provavelmente os explantes tiveram exposicao a uma dose acima da capacidade
de assimilacdo, o que gerou estresse. A presenga de cobre em niveis excessivos no
ambiente afeta negativamente a germinacdo das sementes e o crescimento das plantas
(JALAL et al., 2018), pois altera a absor¢ao de nutrientes minerais (DE FREITAS et al.,
2015) e reduz a fotossintese (DRZEWIECKA et al., 2017; HIPPLER et al., 2018). O
estresse pode ser reversivel a principio, mas podem se tornar permanentes explicando a
menor sobrevivéncia dos explantes tratados com esse fungicida (LARCHER, 2006).

Oxicloreto de cobre mostrou-se altamente toxico as plantas de milho nas dosagens
utilizadas por Pinto (2004) e Bomfeti et al. (2007). Fischer et al. (2017) avaliando
eficiéncia de fungicidas observaram que o oxicloreto de cobre foi 0 que menos inibiu o
patdgeno, sendo considerado ineficiente.

Os explantes apresentaram grau variado de contaminagdo em funcdo dos

tratamentos (Tabela 9). Os produtos hipoclorito de sddio, oxicloreto de cobre e ipconazole
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+ tiram ndo diferiram entre si e resultaram em menores percentagens de contaminagao
quando comparados ao fungicida fludioxonil + metalaxil que atingiu valor médio de 82%
de explantes contaminados.

O crescimento de bactérias e fungos no meio nutritivo inviabiliza o
estabelecimento da cultura in vitro e compromete a composi¢do quimica do meio de
cultura, tanto pelo consumo de nutrientes quanto pela liberagao de compostos produzidos
por esses micro-organismos (DE SOUZA et al., 2014).

Deve-se ressaltar que mesmo com a utilizacdo de agentes quimicos ainda assim
pode ocorrer contaminagdo. A aplicacdo se justifica pela necessidade de controle,
minimizando as perdas de explantes no cultivo in vitro. De acordo com Fernandes (2016)
a eficacia na assepsia ¢ influenciada por fatores como caracteristicas da planta, produto
utilizado, tempo de exposi¢do e dose adequada.

Houve efeito significativo quanto a fitotoxicidade dos tratamentos aos segmentos
nodais de aroeira (Tabela 9). O hipoclorito de s6édio ndao provocou sintomas de
fitotoxicidade as plantas enquanto o fungicida Ipconazole + tiram foi o mais fitotoxico.
A fitotoxicidade refere-se a acdo tdxica que uma substincia provoca nas plantas, isto €,
prejudica o desenvolvimento da planta. Embora o fungicida Ipconazole + tiram tenha
demonstrado maiores valores de fitotoxicidade ele foi eficiente na reducdo da
contaminagdo sem afetar negativamente a sobrevivéncia dos explantes (93,5%).

O principio ativo ipconazole, pertence ao grupo quimico dos triazois, caracterizado pela
elevada fungitoxicidade, sendo a maioria sistémicos, de rdpida penetracio, absorvidos e
translocados pela planta de forma acropetal com atuagdo como protetores ou curativos.

A adi¢do de substancias fungicidas e bactericidas ao meio de cultura foi favoravel
ao controle de contaminagdo por patdégenos na micropropagacao de acacia-negra
(ISHIBASHI et al., 2017). Porém vale ressaltar qual melhor custo/beneficio da atividade
e as alternativas disponiveis no mercado. Isso porque os fungicidas apresentam, em geral,
alto custo, possiveis efeitos adversos na fitotoxidez a espécie, efeitos a saude e aspectos
relacionados a polui¢do ambiental (KEKUDA et al., 2016).

O uso de hipoclorito de s6édio também foi a assepsia mais eficiente para a
germinagio e desenvolvimento de embrides de péssego (NASCIMENTO et al., 2018). E
valido ressaltar, que a dosagem do hipoclorito de so6dio ¢ fator importante na
desinfestagdo. Salazar-Mercado et al. (2019) indicaram que o hipoclorito de s6dio € uma
substancia altamente citotoxica e em doses inadequadas podem promover anomalias

cromossOmicas, bloqueios nos ciclos celulares e inibir a sintese de DNA.
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3.2 Reguladores vegetais no estabelecimento de aroeira

O numero de folhas apresentou efeito significativo para a interacdo entre
regulador vegetal e concentragdo utilizada. Na concentragio 0,1 pug L' a espermina
proporcionou maior quantidade de folhas quando comparada a putrescina que foi

favorecida com aumento da concentragio para 0,5 mg L' (Tabela 10).

TABELA 10. Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm), comprimento da raiz
(cm) e biomassa da parte aérea (g) de aroeira (M. urundeuva All.) submetidos a
reguladores vegetais. Uberlandia-MG, 2019.

Reguladores NF CR (cm)
0,1 0,5 Média 0,1 0,5 Média
Espermina 5,40 Aa 4,20 Aa 4,80 430 Aa 3,36 Aa 3,83
Espermidina 3,60 Aab 5,40 Aa 4,50 2,18 Ab 3,14 Aa 2,66
Putrescina 240Bb 540Aa 3,90 2,78 Ab 3,50 Aa 3,14
Média 3,80 5,00 3,09 3,33
CV (%) 31,74 22,93
CPA (cm) MFPA (g)
0,1 0,5 Média 0,1 0,5 Média
Espermina 2,68 3,40 3,04a 0,110 0,116 0,11 ab
Espermidina 2,60 2,20 2,40 b 0,108 0,138 0,12 a
Putrescina 2,22 2,36 2,29b 0,088 0,092 0,09 b
Média 2,50 A 2,65 A 0,10 A 0,21 A
CV (%) 19,18 20,61

Médias seguidas por letras distintas, mintisculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade; W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em
negrito indicam residuos com distribuigdo normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de
probabilidade. CV: coeficiente de variacdo; NF: nimero de folhas; CPA: comprimento da parte aérea; CR:
comprimento da raiz e MFPA: biomassa da parte aérea.

A menor dose de espermina pode ter estimulado a produg¢do enddgena deste
regulador devido ao metabolismo das enzimas poliaminas sintetase e S-
adenosilmetionina sintetase resultando num acimulo que refletiu no maior nimero de
folhas (TANG et al., 2004). As poliaminas tém sido utilizadas com sucesso no meio de
cultura de células vegetais para induzir maior nimero de brotacdes em varias espécies de
plantas (VASUDEVAN, et al., 2017). As ac¢0es nas plantas relacionam-se com atividades
antioxidantes, estabilizadores de acidos nucleicos e biomembranas e reguladores do pH
citosolico para protecao contra fatores abidticos (LIU et al., 2018).

A espermina resultou em comprimento da parte aérea 21,05 e 24,67% maiores que
as tratadas com espermidina e putrescina respectivamente (Tabela 10). Estes resultados
sdo similares aos observados por Kumari e George (2011) em orquideas do gé€nero

Dendrobium com melhor crescimento de brotos obtidos com espermina.
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Houve interagdo entre as concentragcdes utilizadas e as poliaminas sob o
comprimento das raizes. Na maior concentracdo nao foram verificadas diferencas entre
os tratamentos, ja na concentragio 0,1 mg L' a espermedina resultou em raizes maiores.
(Tabela 10). A inibi¢do do crescimento de raiz ja foi descrita anteriormente
em Arabdopsis por TASSONI et al. (2000) quando usaram concentragdes acima de 0,8
mM de espermidina.

Como a interacdo entre regulador vegetal e concentragdo nao foi significativa para
a variavel biomassa da parte aérea os fatores foram analisados isoladamente. A utilizagdo
de espermidina favoreceu a biomassa da parte aérea da aroeira e a espermina nao diferiu
das demais poliaminas (Tabela 10). Arun et al. (2016) também observaram respostas
favoraveis na producdo de brotos e alongamento da parte aérea de soja transgénica,
destacando a agdo estimuladora das poliaminas na divisdo celular. Os autores afirmaram
inclusive, que as plantas transformadas se regeneraram melhor na presenca de poliaminas.
Ajithan et al. (2019) também atribuiram maior taxa de plantas de ervilha transgénica
regeneradas as poliaminas e com maior taxa de aclimatacdo mesmo em circunstancias
estressantes devido ao significativa aprimoramento de antioxidantes e pigmentos
fotossintéticos.

Putrescina promove alteragcdes no perfil protedmico de explantes, interfere
positivamente em processos metabodlicos, celulares e de desenvolvimento, na sintese de
proteinas e na resposta a estimulo associado ao estresse oxidativo (ARAGAO et al.,
2017). Os autores atribuiram ao uso da poliamina uma melhoria no protocolo de
micropropagacdo de C. fissilis. Vasudevan et al. (2017) verificaram maior nimero de
raizes em brotos de C. lanatus em meio suplementado com putrescina (10 mg L),

juntamente com AIB e isoleucina.

4 CONCLUSOES

A utilizagao de solucao de hipoclorito de s6dio a 2% ¢ eficiente para desinfestagao
de segmentos nodais de aroeira por proporcionar redu¢do da contaminagdo, maior taxa de
sobrevivéncia sem causar fitotoxicidez.

O fungicida a base de ipconazole + thiram apesar de causar fitotoxicidade ¢ uma
alternativa para desinfestacao de segmentos nodais de aroeira.

A espermina ¢ a poliamina que promove o crescimento da parte aérea e na

concentracdo 0,1 mgL™! proporciona maior nimeros de folhas e comprimento de raiz.
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Para maior biomassa da parte aérea da aroeira a espermidina ¢ melhor que

putrescina.
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CAPITULO 3

MULTIPLICACAO, MORFOGENESE E ABSCISAO FOLIAR DE Schinopsis
brasiliensis in vitro

RESUMO

A baratina apresenta exploracdo descontrolada e irresponsavel, o que tornou a
espécie ameagada de extingdo. A cultura de tecidos de plantas ¢ uma alternativa para
producdo de mudas em grande escala e de forma eficiente, o que pode auxiliar a
conservagao de espécies nativas como a barauna. Nesse sentido, objetivou-se avaliar
reguladores vegetais para multiplicacdo e inibidores de etileno sobre o desenvolvimento
e a abscisdo foliar da baratna. Trés experimentos foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Semiarido, Petrolina — PE. Os segmentos nodais foram obtidos
de plantas jovens nao lignificadas. O delineamento dos trés experimentos avaliados foi o
inteiramente casualizado. No primeiro experimentou avaliou-se zeatina (ZEA) nas
concentragdes 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 uL™! combinadas as concentrac¢des 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,5 pL-
' de 4cido 3-indolacético (AIA), 4cido naftalenoacético (ANA) e 4cido indolbutirico
(AIB). No segundo experimento, foi avaliado zeatina (ZEA) e 6-benzilamino purina
(BAP) nas concentragdes 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 uL! mais uma testemunha (dose zero),
em fatorial 5x2+1. Para redugdo da abscisdo foliar, avaliou-se em fatorial 4x2 as
concentragdes de 5, 10, 20 e 40 uM dos inibidores de etileno: nitrato de prata e cloreto de
cobalto. Os resultados mostraram que a adi¢do de 0,2 uL™! de ANA a 0,4 uL! de ZEA
promove maior nimero de brotos de baratina. O AIA ¢ a auxina mais adequada a ser
associada a ZEA para maior comprimento de brotos e nimero de gemas. Nas
concentragdes de 5 ¢ 10 uM o cloreto de cobalto ¢ mais eficiente que o nitrato de prata
para a reducdo da abscisdo foliar da barauna. O nitrato de prata a partir da concentragao
de 20 uM evita completamente a abscisdo foliar enquanto o cloreto de cobalto tem
maxima reducdo da abscis@o na concentracao 40 pM.

Palavras-chave: auxinas, citocininas, etileno, cloreto de cobalto, nitrato de prata.
ABSTRACT

MULTIPLICATION, MORPHOGENESIS AND FOLIAR ABSCISION OF
Schinopsis brasiliensis in vitro

The barauna presents uncontrolled and irresponsible exploitation, which made the species
threatened with extinction. Plant tissue culture is an alternative for large-scale and
efficient seedling production, which can assist the conservation of native species such as
barauna. In this sense, the objective was to evaluate plant growth regulators and ethylene
inhibitors on the development and leaf abscission of barauna. Three experiments were
carried out at the Biotechnology Laboratory of Embrapa Semiarido, Petrolina - PE. The
nodal segments were obtained from non-lignified young plants. The design of the three
evaluated experiments was completely randomized. In the first experiment, zeatin (ZEA)
was evaluated at concentrations 0,2; 0,4; 0,8 and 1,0 uL"! combined at 0,1 concentrations;
0,2; 0,4 and 0,5 pL! of 3-indolacetic acid (IAA), naphthalene acetic acid (NAA) and
indolbutyric acid (IBA). In the second experiment, zeatin (ZEA) and 6-benzylamino
purine (BAP) were evaluated at concentrations 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 and 1,0 uL"! plus a
control (zero dose), in a 5 x 2 + 1 factorial. To reduce leaf abscission was evaluated in
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factorial scheme 4 x 2, ethylene inhibitors silver nitrate and cobalt chloride in
concentrations of 5, 10, 20 and 40 uM. The results showed that the addition of 0,2 pL!
of NAA to 0.4 uL!' of ZEA promotes a greater number of barauna sprouts. IAA is the
most suitable auxin to be associated with ZEA for longer sprouts length and number of
buds. At concentrations of 5 and 10 uM, cobalt chloride is more efficient than silver
nitrate for reducing leaf abscission in barauna. Silver nitrate from a concentration of 20
uM completely avoids leaf abscission while cobalt chloride has a maximum reduction in
abscission at a concentration of 40 pM.

Keywords: auxins, cytokinins, cobalt chloride, ethylene, silver nitrate.

1 INTRODUCAO

Barauna ¢ amplamente utilizado na medicina tradicional (folhas, casca, caule,
entrecasca, resina e frutos) para fins anti-inflamatorios, analgésicos, hemostaticos,
antissépticos e antimicrobianos. Estudos fitoquimicos mostraram a presenca de
polifendis, flavonoides e taninos (FERNANDES et al., 2015; MEDEIROS et al., 2018).
Dentre os usos, destacam-se a a¢do anticoagulante (GOMES; BANDEIRA, 2012), alivio
de distirbios gastricos (RIBEIRO et al., 2014) e progressdo mais lenta de algumas
doengas cancerigenas como o cancer colorretal (SANTOS et al., 2017; LUZ et al., 2018).

Atualmente a barauna ¢ considerada uma arvore nobre. Devido ao quase
esgotamento das reservas de barauna ¢ proibido a coleta, transporte, armazenamento,
manejo, beneficiamento e comercializagao dessa espécie (BRASIL, 2014; BRITO et al.,
2018). Somado a perda gradual da variabilidade genética, o estabelecimento de
mecanismos para preservagao e multiplicagdo de espécies nativas configura estratégia
para manutengdo de espécies de notavel potencial econdmico e ambiental (SANTOS et
al., 2017) como a barauna.

A técnica em cultura de tecidos pode ser utilizada para a conservagdo do
germoplasma e multiplicagdo em larga escala de culturas com caracteres agrondmicos,
tanto de produtividade como qualidade, com destaque aos metabolitos secundarios de alto
valor biologico (SHAHZAD et al., 2017). A micropropagagdo possibilita a propagagao
rapida e assexuada em um ambiente controlado (AL-KHAYRI; NAIK, 2017). Isso ¢
possivel devido a expressiva plasticidade das plantas e a elevada e continua adaptacao ao
meio em que se desenvolve, em resposta a sinais exogenos e/ou enddgenos (FEHER,

2015).
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Na fase de multiplicagdo, considera-se o pressuposto de que o sucesso do cultivo
in vitro depende de fatores associados a inducdo da morfogénese e da organogénese
(regeneracdo de brotos e raizes) e se faz necessario que o meio nutritivo forneca
substancias essenciais ao crescimento da planta in vitro (MORALIS et al., 2014).

Os mecanismos moleculares que regem a programagao e reprogramacao de células
vegetais e células com totipoténcia (IKEUCHI et al., 2016) e direcionam o
desenvolvimento vegetal sdo ativados através de sinalizagdo de hormdnios vegetais. Os
niveis enddgenos de hormonios regulam os processos de diferenciacdo de explantes,
sendo a sensibilidade as concentragdes de hormonio varidveis entre as espécies (GUO et
al., 2017; KUMARI et al., 2018).

A baixa propor¢ao de auxina/citocinina tende a induzir a regeneracdo da parte
aérea, enquanto uma alta propor¢do de auxina/citocinina promove a regeneragio das
raizes. Ademais, a alta concentracdo de auxina pode promover embriogénese somatica a
partir de explantes (HORSTMAN et al., 2017, IWASE et al., 2018).

O desenvolvimento das plantas em ambiente fechado promove a formacao e
acimulo do hormonio etileno, com concentracdo dependente da intensidade da luz,
biossintese de pigmentos dos explantes, concentracdo de CO-, umidade, temperatura do
ar, condi¢des do meio de cultura, etc. O etileno em grandes concentragcdes induz a
abscisdo foliar e afeta o crescimento, diferenciacdo e envelhecimento de plantas in vitro
(HA et al., 2020).

E fundamental que as concentragdes dos reguladores de crescimento das plantas
estejam em equilibrio, na propor¢do adequada entre auxina e citocinina para otimizar a
propagacao in vitro (PRUDENTE et al., 2019; EMARA et al., 2017). Destaca-se que o
equilibrio ¢ entendido como as concentragdes totais combinadas entre: hormdnios
endogenos e exdégenos (MASTUTI et al., 2017).

O cultivo in vitro de espécies nativas apresenta grandes desafios, principalmente
relacionados a adequagdo dos meios de cultura, fatores fisicos e reguladores de
crescimento (PRUDENTE et al., 2016). Na literatura existe escassez de trabalhos
realizados com a baratina avaliando a multiplica¢do in vitro e o efeito de hormonios
exdgenos, ou seja, reguladores vegetais adicionados ao meio de cultivo. Considerando a
importancia da espécie, o relevante potencial economico e o elevado risco de extingdo,
objetivou-se induzir a multiplicacdo in vitro de Baratina e avaliar o efeito de reguladores

vegetais.
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2 MATERIAL E METODOS

Trés experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia da
Embrapa Semiérido, Petrolina — PE com sementes provenientes do Laboratorio de
Sementes da mesma instituigao.

Para obtengao de segmentos nodais no més de agosto de 2014 as sementes foram
colocadas em bandejas de isopor com 128 células com substrato comercial sendo utilizada
uma semente por célula (Figura 1). As bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo
onde receberam agua diariamente por meio de regadores por 120 dias. As plantas
receberam um pré-tratamento in vivo com trés pulverizagdes consecutivas com fungicida
sistémico (tiofanato-metilico) e bactericida (gentamicina). No dia seguinte a ultima
pulverizagdo as plantas jovens e ndo lignificadas foram seccionadas para a extragdo de
segmentos nodais de aproximadamente 2 cm de comprimento sem folhas que foram
utilizados como explantes para o experimento in vitro.

Os explantes foram levados ao laboratério, lavados em agua corrente e s6 entio
se procedeu a desinfestacdo do material em capela de fluxo laminar. A desinfestacio
ocorreu por meio da imersao dos explantes em solugdo de hipoclorito de s6dio a 2% em
agitacdo por 10 minutos, seguida de trés lavagens com agua destilada e autoclavada e na

ultima lavagem a 4gua foi acrescida de 1 g L "' de PVP (polivilpirrolidona).

FIGURA 3. Plantas de baraiina obtidas da germinacdo das sementes (A). Plantas de
baratiina estabelecidas in vitro no momento da avaliacao (B). Frascos com explantes na
camara de crescimento. (Fotos: Arquivo pessoal).

Os recipientes utilizados para colocar os explantes foram frascos de vidro
transparentes de 200 mL contendo 30 mL de meio WPM (Wood Plant Medium, 1980)

adicionados dos tratamentos conforme Tabela 3 onde foram colocados quatro explantes.
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O meio foi acrescido de 30 g L' de sacarose, 8 g L' de 4gar e carvdo ativoa2 gL' e o
pH foi mensurado para 5,7 antes da autoclavagem. Apds a inoculagdo, os frascos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de claro, 8 horas de escuro
e temperatura de 25 +2 ° C.

O primeiro experimento foi realizado entre os meses de janeiro e fevereiro de 2015
para avaliagdo de diferentes concentragdes de zeatina associada a diferentes fontes de
auxinas (AIA, ANA e AIB) em meio WPM — Woody Plant Medium-(LLOYD;
MCCOWN, 1980) e um controle apenas com o meio conforme Tabela 11.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 13
tratamentos e 5 repeticdes. Cada parcela experimental consistiu em um frasco com quatro

explantes cada.

TABELA 11. Tratamentos utilizados para estabelecimento in vitro de Schinopsis
brasiliensis. Petrolina - PE, 2019.

Tratamento Auxina Concentragao de Concentragao de
Auxina (uM) Zeatina (uM)
T1 - 0,0 0,0
T2 AIA 0,1 0,2
T3 AIA 0,2 0,4
T4 AIA 0,4 0,8
T5 AIA 0,5 1,0
T6 ANA 0,1 0,2
T7 ANA 0,2 0,4
T8 ANA 0,4 0,8
T9 ANA 0,5 1,0
T10 AIB 0,1 0,2
T11 AIB 0,2 0,4
T12 AIB 0,4 0,8
T13 AIB 0,5 1,0

As avalia¢des foram realizadas apds 30 dias da instalacdo do experimento e as
variaveis analisadas foram niumero de brotos e o nimero de gemas, por meio de contagem
visual e o comprimento de broto com a utilizagdo de uma régua milimetrada.

O segundo experimento ocorreu entre os meses de janeiro e fevereiro de 2015 e
foram avaliadas diferentes concentragdes de zeatina, BAP e um controle apenas com o
meio (Tabela 12), ou seja, sem regulador vegetal, todos com uso do meio WPM — Woody
Plant Medium — (LLOYD; MCCOWN, 1980).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em

fatorial 5 x 2 + 1 sendo cinco doses, dois reguladores e um tratamento controle adicional
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totalizando onze tratamentos com cinco repeti¢des. Cada parcela experimental consistiu

de um frasco com quatro explantes cada.

TABELA 12. Tratamentos utilizados para estabelecimento in vitro de Schinopsis

brasiliensis. Petrolina - PE, 2019.

Concentracao
Tratamento Regulador vegetal (UM)
T1 - 0,0
T2 Zeatina 0,1
T3 Zeatina 0,2
T4 Zeatina 0,4
T5 Zeatina 0,8
T6 Zeatina 1,0
T7 BAP 0,1
T8 BAP 0,2
T9 BAP 0,4
T10 BAP 0,8
T11 BAP 1,0

As avaliacdes foram realizadas apds 30 dias da instalagdo do experimento e as

varidveis analisadas foram niimero de brotos e o nimero de gemas através de contagem

visual e o comprimento de broto com a utilizagdo de uma régua milimetrada.

O terceiro experimento foi realizado entre os meses de agosto a outubro de 2015

em fatorial 4 x 2, sendo quatro doses e dois inibidores de abscisao (Tabela 13) em

delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢des conforme Tabela 13.

TABELA 13. Tratamentos utilizados para reducdo da abscisdo in vitro de Schinopsis

brasiliensis. Petrolina - PE, 2019.

Tratamento Inibidores de etileno Concentragao
(uM)
T1 nitrato de prata 5
T2 nitrato de prata 10
T3 nitrato de prata 20
T4 nitrato de prata 40
T5 cloreto de cobalto 5
T6 cloreto de cobalto 10
T7 cloreto de cobalto 20
T8 cloreto de cobalto 40

Ap0s o preparo, os frascos foram levados para a esterilizagdo em autoclave em

temperatura de 120 °C e 1 kgf cm™ de pressdo por 20 minutos. Na sequéncia foram

retirados da autoclave, mantidos por 24 horas em estante na sala de crescimento para

resfriar em temperatura ambiente e solidificar o meio de cultura.
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Para colocar os explantes em meio foram utilizados instrumentos de manipulag@o
esterilizados em autoclave que foram constantemente flambados durante o processo. A
camara de fluxo e todos os recipientes passaram por um processo de assepsia com
aplicacdo de alcool 70% (v/v) além de serem submetidos a radiagdo UV durante 15
minutos.

Os frascos foram entdo identificados de acordo com os tratamentos, vedados com
plastico filme para evitar possiveis contaminagdes e levados para sala de crescimento,
onde foram dispostos aleatoriamente em uma prateleira de metal. A temperatura média
desta sala foi de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas, sendo a intensidade luminosa de 25
mol m? s (medida com luximetro) fornecida por lampadas do tipo fluorescente branca
fria.

As avaliacdes foram realizadas apds 60 dias da instalagdo do experimento e as
variaveis analisadas foram o comprimento dos brotos medidos com um paquimetro, o
nimero de gemas e a senescéncia de explantes por meio da contagem visual.

Os dados foram testados quanto as pressuposi¢des de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente,
a 1% de probabilidade, utilizando o software estatistico SPSS (IBM, 2013). Apo6s os testes
de pressuposicdes, as variaveis foram submetidas a andlise de varidncia com o auxilio do
programa SISVAR (FERREIRA, 2014).

No primeiro experimento, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. No segundo do experimento, as médias qualitativas foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e quantitativas por meio de curvas
de regressdo polinomial. Para comparacdo entre os tratamentos e a testemunha
(tratamento adicional), realizou-se o teste de Dunnett no software estatistico Assistat
(SILVA; AZEVEDO, 2016). No terceiro experimento, as médias qualitativas
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e quantitativas por meio de

regressao polinomial.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Auxinas adicionadas a zeatina em diferentes concentracoes.
A adicdo de AIA a ZEA independente da concentragdo favoreceu

significativamente o comprimento dos brotos da baratina, enquanto ANA apenas na
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menor concentragdo 0,1 uL' e AIB na maior concentragdo 1,0 uL"' diferiram da
testemunha sem reguladores (Tabela 14).

A utilizacdo de ANA e ZEA a partir das concentracdes de 0,2 e 0,4 pL’!
respectivamente, resultaram em maior nimero de brotos de barauna. Diversos fatores
podem influenciar o processo de indugdo organogénica, como a concentragado, os tipos de
reguladores vegetais, a idade do explante, o gendtipo, as condicdes fisicas do cultivo, a
composicio e consisténcia do meio de cultura (DOBRANSZKI e SILVA, 2010).

Kwon et al. (2017) observaram que o nimero de brotos € o comprimento brotos
diminuiu notavelmente com o aumento das concentragdes de ANA em explantes de P.
grandiflorum. Os autores relataram também que altas concentracdes de ANA refletem em
inibicao no alongamento das raizes.

As auxinas e citocininas s3o sinergicamente necessarios para induzir a divisao
celular e crescimento em culturas de tecidos vegetais (HEGDE et al, 2017). A ZEA nas
mesmas concentragdes foi utilizada em conjunto as auxinas AIA, AIB e ANA,
pressupdoem-se que a diferenca no nimero de brotos € um efeito das auxinas na mistura
dos reguladores (KWON et al., 2017).

De Klerk et al. (1997) salientaram que cada tipo de auxina tem velocidade
diferente de absor¢do, o que determina, concentracdes variaveis destas substincias no
interior das células para uma mesma concentragdo no meio de cultura provocando
respostas variadas sobre os explantes.

O AIB pode usar sistemas de transporte independentes e deslocar para um local
de destino especifico como um precursor inativo, evitando respostas de auxinas durante
o transporte ¢ mantendo os niveis de AIA onde necessario. A eficacia do enraizamento
em resposta a diferentes auxinas também ¢ afetada pela quantidade de auxinas endogenas,
a quantidade de auxina livre expostos a células e a afinidade dos receptores de auxina
envolvidos na resposta de enraizamento (PARK et al., 2017).

Quanto ao numero de gemas, maiores quantidades foram observadas nos
tratamentos que receberam AIA adicionada a ZEA. A associagdo dos reguladores ANA
a ZEA nas doses 0,2 e 0,4 uL ' e 0,4 € 0,8 uL! respectivamente e AIB 0,1 uL"! com ZEA
0,2 uL! resultaram em nimero de gemas estatisticamente iguais ao tratamento controle

sem auxinas ou citocininas (Tabela 14).
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TABELA 14. Comprimento de brotos, numero de brotos e nimero de gemas de baratina
em funcdo de diferentes auxinas adicionadas a zeatina em diferentes concentracdes.
Petrolina - PE, 2019.

Concentracdo  Concentragdo Comprimento Numero Numero de

Tratamento Auxinas (uL") Zeatina (uL!) de brotos (cm) de brotos gemas
Controle 0,0 0,0 0,39 b 1,0b 2,95b
0,1 0,2 0,65 a 1,0b 4,05 a
0,2 0,4 0,62 a 1,0b 3,85a
AlA 0,4 0,8 0,58 a 1,0b 3,30 a
0,5 1,0 0,58 a 1,0b 3,60 a
0,1 0,2 0,58 a 1,0b 3,62a
0,2 0,4 0,36 b 2,0a 2,90 b
ANA 0,4 0,8 0,44 b 2,0a 2,65b
0,5 1,0 0,41b 2,0a 3,50 a
0,1 0,2 0,36 b 1,0b 2,90 b
AIB 0,2 0,4 0,37b 1,0b 335a
0,4 0,8 0,45b 1,0b 345a
0,5 1,0 0,56 a 1,0b 390 a

W: Frev 0,979;1,158 0,659;0,0 0,980;1,772
CV (%) 26,91 0,0 16,13

Transformacéo - Jx+0,5 -

Meédias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). W e
Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com
distribuigdo normal e variancias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade; CV (%): coeficiente
de variacao.

Diferente dos resultados obtidos neste estudo Valeriano (2016) destacou que as
concentragdes isoladas ou combinadas dos citocininas e auxinas ndo apresentaram
influéncia sob a multiplica¢do da baratna, entretanto o autor utilizou doses maiores de
AIB que as empregadas neste estudo com até 9,84 pmL™.

De Souza et al. (2014) em trabalho testando reguladores para o estabelecimento
in vitro de baralina observaram que a citocinina foi mais efetiva que a auxina no
desenvolvimento de brotos e gemas. Ja Costa et al. (2015) concluiram que ndo foi
observado efeito dos tratamentos no niimero de brotos e nem aumento no numero de

gemas de baratina tratadas com BAP e ZEA.

3.2 Citocininas em diferentes concentracdes na multiplicacio de barauna in vitro

O numero de brotos ndo foi influenciado pela intera¢do entre citocininas e as
concentragdes testadas, pelos fatores isolados ou pela auséncia de regulador vegetal

conforme Tabela 15.
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O comprimento de brotos foi favorecido pela utilizagao de ZEA na concentragdo
0,1 uL! comparado a nio utilizacdo de citocininas e a0 BAP na mesma concentracdo. A
avaliacdo do nimero de gemas ndo demonstrou efeito da interagdo entre os reguladores
vegetais e as concentracgdes, porém quando os efeitos foram avaliados isoladamente, ZEA

proporcionou maior quantidade de gemas que o BAP (Tabela 15).

TABELA 15. Comprimento de brotos, nimero de brotos e numero de gemas e abscisao
foliar de baratina em fungao de diferentes citocininas adicionadas ao meio em diferentes
concentragoes. Petrolina - PE, 2019.

. Comprimento de  Numero de Numero de Abscisao
Concentragao brotos (cm) brotos emas (%)
(uL™) rotos g 0
ZEA BAP ZEA BAP ZEA BAP ZEA BAP
0,0 0,395%* 1,00 3,65 5,00*
0,1 0,941*a 0,370b 1,00 1,00 4,50 2,80 35,00*b 0,00a
0,2 0,537a 0,360a 095 1,00 397 2,70 10,00a 0,00 a
0,4 0,535a 0450a 0,95 1,00 3,62 3,00 15,00a 0,00 a
0,8 0,395a 0,450a 095 1,00 290 3,65 15,00a 25,00 a
1,0 0,410a 0,395a 0,95 1,00 3,85 2,90  50,00*b 25,00 a
Média 0,563 0,405 096 1,00 3,77a 3,00b 25,00 10,00
W: Frev 0,25 1,18 3,28 4,70 3,70 3,00 0,88 2,70
CV (%) 30,62 19,27 29,86 82,4

Transformacao ) Jx+05 Jx+05 )

Médias seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
*: Diferente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade; W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com distribuigdo normal e variancias homogéneas,
respectivamente, a 1% de probabilidade; CV (%): coeficiente de variacao.

As diferencas entre citocininas estdo relacionadas as taxas de translocagdo para as
regides responsivas, captacdo diferencial, efeitos variados sobre processos metabodlicos e
capacidade de alterar o nivel de citocininas enddégenas (RATHORE et al., 2016). A
eficiéncia da ZEA pode estar relacionada a capacidade dos tecidos vegetais
metabolizarem os reguladores de crescimento naturais rapidamente e associagdo com
outros componentes celulares do explante, que pode variar em funcdo da citocinina
utilizada.

Cappellett et al. (2016) mencionaram que a ZEA ¢ uma das melhores citocininas
para induzir a proliferacao de mirtilo, possivelmente pode-se associar a eficiéncia da ZEA
a associacdo e sinergismo com outros componentes € minerais presentes no meio de
crescimento (ORTIZ-ROJAS et al., 2017). Singh et al. (2016) relacionaram a citocinina

a razao por tras do aumento do numero de brotacdes e, devido ao papel das citocininas,
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ocorre o crescimento dos brotos axilares. Segundo os autores a citocinina age na
regeneragao da parte aérea estimulando a acumulagdo de auxina em locais meristematicos
onde as brotagdes sdo iniciadas.

Os resultados referentes a abscisdo foliar comprovaram efeito significativo da
interagdo entre tipo de citocininas e concentracdes (Tabela 15). A adicdo de ZEA
promoveu maior taxa de abscisdo foliar nas concentra¢des 0,1 e 1,0 pL™!, comparado ao
BAP nas mesmas concentragdes € também a ndo aplicacdo de reguladores vegetais.
Encina et al. (1994) em estudo sobre a morfogénese em explantes de A. cherimola Mill.,
também reportaram a formagdo de brotos anormais e abscisdo foliar com a utilizagao de
ZEA.

Na presenca de ZEA o comprimento dos brotos apresentou comportamento
quadratico com reducdo do crescimento em resposta ao aumento da concentragdo do

regulador vegetal atingindo ponto minimo na concentrag¢io 0,74 pL! (Figura 4).
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% R2=79,29%
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0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

Zeatina (uUM)

FIGURA 4. Comprimento de brotos de baratina em funcao de diferentes concentragdes
de zeatina. Petrolina-PE, 2019.

O comportamento da abscisao foliar em fun¢do da concentragdo de ZEA obtido
por meio de regressdo apresentou ajuste quadratico com menor abscisdo na concentragdo
de 0,49 uL! para uma abscisio de esperada de 5%, valor equivalente a ndo utilizagio de

citocininas e a partir dessa concentragdo a abscisdo aumentou até 50% (Figura 5).
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FIGURA 5. Abscisao foliar de baratina em funcao de diferentes concentragdes de zeatina.
Petrolina-PE, 2019.

A capacidade para retardar a senescéncia foliar varia amplamente entre os
diversos tipos de citocininas (OLIVEIRA et al., 2007). O BAP apresentou
comportamento linear em resposta ao aumento da dose de para abscisao foliar conforme

Figura 6.
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FIGURA 6. Abscisao foliar de barauna em funcao de diferentes concentragcoes de BAP.
Petrolina-PE, 2019.

O BAP esta diretamente ligado a uma alta taxa de multiplicagdo de brotos e tem
sido relacionado como eficiente na multiplica¢do de varias espécies (RODRIGUES et al.,
2016; EMER et al., 2018; ENKHBILEG et al., 2019). El-Bagoury et al. (2018) e Freitas
etal. (2016) indicaram como melhor desempenho para multiplicacao de Vangueria edulis
e Annona emarginata, respectivamente, a concentragao de 1 ppm de BAP.

Cappelletti et al. (2016) em estudo com morango e mirtilo observaram que as

concentracdes de BAP (2,0 mg L") em combinacio com ANA (1,0 mg L) influenciaram
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significativamente a formacao de brotagdes. Associacao entre ANA e BAP (0,3 e 0,75
mg L', respectivamente) também foram apontados com éxito em Lilium longiflorum por
Fauziah et al. (2019).

As citocininas agem na indu¢do da quebra da dominancia apical e proliferagao de
gemas axilares, apesar de o BAP ser um dos reguladores vegetais mais comumente
utilizado € com o menor custo de aquisicdo (BAKHTIAR et al., 2016; DZIEDZIC;
MCDONALD, 2016) esta citocinina nem sempre apresenta um efeito positivo para todas
as espécies.

A alta concentragdo de citocinina promovida pela adi¢do de doses elevadas de
BAP podem ocasionar estresse nos explantes e isso pode ativar genes que alteram o
balanco hormonal enddgeno, especialmente os relacionados a sintese de citocininas,

oxidases e desidrogenases (KOPECNY et al., 2016).

3.3 Nitrato de prata e cloreto de cobalto na morfogénese e abscisao foliar de baratina

As varidveis comprimento de brotos e nimero de gemas abscisao foliar ndo foram
influenciadas pela interagdo inibidor x concentragdes ou pelos fatores isolados (Tabela

16).

TABELA 16. Comprimento do broto (cm), nimero de gemas e abscisdo foliar de

plantulas de baratna submetidos ao tratamento com inibidores de etileno. Petrolina-PE,
2019.

Concentracdo Comprimento Numero de gemas Abscisdo foliar (%)
Nitrato Cloreto de Nitrato de Cloreto de Nitrato de Cloreto de
(uM) de
prata  cobalto prata cobalto prata cobalto
5 0,500a 0,608 a 3417 a 4,194 a 25,00 b 833a
10 0,392a 0,383 a 2,583 a 3,167 a 10,71 b 833 a
20 0,485a 0,617a 3,617 a 3,583 a 0,00 a 8,33b
40 0,517a 0,383 a 4,000 a 3,167 a 0,00 a 0,00 a
M¢dia 0,473 0,498 3,404 3,528 8,929 6,250
W: Frev 0,978;3,410 0,968;1,343 0,454;16,00
CV (%) 39,73 30,66 11,14

Transformagao \/7
- - x+ 0,5

Médias seguidas por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
W e Flev.: Estatisticas dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, valores em negrito indicam residuos com
distribui¢do normal e varidncias homogéneas, respectivamente, a 1% de probabilidade.

Diferente dos resultados observados Ferreira Nepomuceno et. al. (2009), em

trabalho com angico (Anadenanthera colubrina) verificaram que tanto o nitrato de prata
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como o cloreto de cobalto contribuiram com acréscimos no nimero de gemas € no nimero
de brotagdes. Ja Rezende et. al. (2017) observaram que o nitrato de prata a 1 mg L
reduziu o crescimento de plantas de mandioca (Manihot esculenta) in vitro.

O AgNOs sustentou o crescimento in vitro e prevengao efetiva da queda das folhas
de M. oleifera em comparacao ao controle (RAVI et al., 2019) e suprimiu o alongamento
excessivo do caule e aumentou a expansdo foliar em A. andraeanum cv. Alabama e
Dakota (CARDOSO, 2019).

Por meio dos dados referentes a abscisdo foliar presentes na Tabela 16 observou-
se que houve interagdo significativa entre os fatores concentracao e inibidor de etileno.
Nas concentragdes de 5 ¢ 10 uM o cloreto de cobalto foi mais efetivo para reduzir a
abscisdo foliar, enquanto o aumento a concentrac¢ao dos inibidores para 20 pM favoreceu
o nitrato de prata e quando utilizada a concentragdo de 40 pM tantos nitratos de prata
como cloreto de cobalto foram eficientes para evitar abscisao foliar das plantas de baratina
in vitro.

As plantas de baratina responderam de forma quadratica as concentragdes de
nitrato de prata com minima abscisdo foliar calculada através da equagdo de regressdo

com a concentracao de 29,31 uM (Figura 7).
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FIGURA 7. Abscisao foliar de plantas de barauna (Schinopsis brasiliensis Engl.) em
fun¢do de diferentes concentragdes de nitrato de prata. Petrolina-PE, 2019.

Para o cloreto de cobalto a redugdo da abscisdo ocorreu de maneira linear em
reposta aumento das concentracdes atingindo auséncia de abscisdo com a concentragdo

de 40 uM (Figura 8).
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FIGURA 8. Abscisdao foliar de plantulas de baratina em funcdo de diferentes
concentragoes de cloreto de cobalto. Petrolina-PE, 2019.

A adi¢do de AgNOs e CoCl,, inibidores conhecidos do etileno, pode ter levado a
uma menor acumulagao de etileno na atmosfera dentro dos tubos de ensaio de cultura, o
que estimulou a multiplicagdo de  Andrographis  paniculata  (DAS;
BANDYOPADHYAY, 2020). Tal efeito também foi levantado em producdo de
Passiflora gibertii (FARIA et al., 2017) e Glycyrrhiza glabra (TAHOORI et al., 2018).

Sarropoulou et al. (2016) observaram efeitos diretos de AgNO3, Ag>SO4 e CoCl,
na proliferacdo de brotagdes in vitro e no enraizamento de cerejeira. Kumar et al. (2016)
atribuiram a eficiéncia na multiplicagdo de explantes de algodao ao AgNOs, relacionando
0 incremento no crescimento vegetal ao aumento de biossintese poliamina e inibi¢do da
ac¢ao do etileno.

A resposta ao etileno ocorre pela sua ligacao a um receptor especifico, responsavel
por enviar o sinal para sua ativacdo. A resposta do tecido vegetal ao etileno ¢
acompanhada pela inducdo auto-catalitica do proprio hormodnio, ou seja, a exposicao do
tecido ao etileno estimula a sua biossintese, devido ao aumento das enzimas acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano sintase (ACCsintase) e 4acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano oxidase (ACCoxidase). Segundo Altvorst e Bovy (1995), um dos
possiveis mecanismos que contribuem para a inducdo da biossintese do etileno ¢ a
mudanga na receptividade do tecido ou na sensibilidade ao etileno.

O ion cobalto atua inibindo sintese do regulador vegetal bloqueando a conversao
do ACC em etileno, a qual ¢ realizada pela ACC oxidase isso pode acontecer a partir de

pequenas concentragdes, enquanto o ion prata tem uma ag¢do mais especifica e compete
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pelo receptor de etileno, por isso pequenas concentragdes podem ndo ser suficientes para
inibir a sinaliza¢dao que levam a agdo deste regulador vegetal que mesmo em quantidades
minimas pode ter efeitos prejudiciais (NOWAK et al., 1991).

Sarropoulou e Maloupa (2016) indicaram a dose de 2,5 uM de CoCl, como o
adequado a multiplicacdo de Sideritis raeseri. Panchal e Patel (2017) encontraram menor
abscisao foliar € o maior numero de folhas para Annona squamosa quando utilizado no
meio de cultura 5 mg L', sendo 10 mg L™! fitotoxico e com reflexo negativo na produgio
foliar. Embora nitrato de prata e cloreto de cobalto tenham se diferenciado inicialmente
na redu¢do da abscisdo foliar, esses mesmos compostos quando utilizados na maior
concentragdo 40 uM mostraram-se igualmente eficientes para o controle desse fenomeno
neste experimento.

E importante destacar que a regeneragio, crescimento e multiplicagdo in vitro é
altamente dependente do gendtipo, tipo de explante, crescimento de plantas sob
concentragdes de meio de cultura e os niveis de reguladores exogenos. Portanto, ¢
fundamental verificar as condigdes Otimas para o crescimento da espécie desejada
(HEGDE et al, 2017), e este trabalho direciona algumas concentragdes para o cultivo de

barauna.

4 CONCLUSOES

A adigdo de 0,2 uL ! de ANA a 0,4 uL! de ZEA promove maior nimero de brotos
de baratna.

O AIA ¢ a auxina mais adequada a ser associada a ZEA para maior comprimento
de brotos e numero de gemas de barauna.

O comprimento dos brotos € nimero de gemas ndo sao influenciados pelo nitrato
de prata e cloreto de cobalto nas concentragdes testadas.

Nas concentracdes de 5 e 10 uM o cloreto de cobalto ¢ mais eficiente que o nitrato
de prata para a redugdo da abscisao foliar da baratna.

O nitrato de prata a partir da concentracdo de 20 pM evita completamente a
abscisdo foliar enquanto o cloreto de cobalto tem mdaxima redu¢do da abscisdo na

concentracao 40 uM.
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