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I

“O homem vai a Lua, uma sonda cai a Japiter, mas
nds nem a0 menos conseguimos contar as espécies
vegetais no planeta.”

Gottlieb, 1994
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MICROPROPAGACAO E CONSERVACAO in vitro DE Croton antisyphiliticus MART.

Autora: Bi6loga Taice Gongalves de Oliveira

Orientadora: Dra. Ana Maria Soares Pereira

RESUMO

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. popularmente pé de perdiz, € uma planta medicinal
nativa do Cerrado, pertencente a familia Euphorbiaceae. A raiz € utilizada popularmente na
forma de decoctos e garrafadas para combater infeccdes do aparelho reprodutor masculino e
feminino. A coleta da planta € realizada de forma extrativista e ndo ha trabalhos a respeito da
conservacdo da espécie. Desta forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver um
protocolo de micropropagagdo visando a multiplicagdo em larga escala de C. antisyphiliticus
para que no futuro seja possivel o desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico a partir
desta espécie. Foram desenvolvidos experimentos de germinacdo in vitro, protocolos de
micropropagacdo e conservacdo de germoplasma in vitro. Para determinar a melhor condi¢do
de germinacdo in vitro foi avaliada a a¢do do fungicida Cercobin na assepsia das sementes. No
desenvolvimento do protocolo de micropropagagdo foram avaliados o efeito dos meios MS,
WP e B5 e da concentragdo de sais no desenvolvimento das plantas; o efeito das citocininas
BAP, cinetina, zeatina e 2ip na multiplicacio dos explantes; a associacdo do BAP com a
auxina AIA na intensificacdo das brotag¢des; o tamanho do recipiente para o cultivo in vitro; o
co-cultivo; a posicdo da gema em relacdo a brotacdo; a influéncia da auxina AIB no
enraizamento in vitro; a aclimatacdo dos explantes; e o efeito de agentes de estresse osmoético
no crescimento minimo de explantes de C. antisyphiliticus. O meio MS/2 foi o meio mais
eficiente para o desenvolvimento de plantas in vitro. Vdrias citocininas influenciaram na
multiplicacdo dos explantes, no entanto, a BAP (1uM) foi selecionada como a mais eficaz para
a multiplicacdo. A associacdo de BAP com AIA ndo apresentou resultado significativo no

aumento das brotacdes. As plantas cultivadas em frasco tipo pote apresentaram melhores



resultados. Os explantes além de apresentarem tolerancia ao co-cultivo in vitro mostraram-se
vigorosos. A melhor posicao da gema para multiplicacio € a apical. O meio MS sem adi¢ao de
reguladores foi o mais eficiente no enraizamento. A aclimatagdo de explantes de C.
antisyphiliticus foi possivel sem a presenca de raizes desenvolvidas in vitro. Para conservacao
em Banco de Germoplasma, a presenca ou auséncia dos agentes osmoticos utilizados nao
garantiram a sobrevivéncia da maioria dos propagulos nesse ambiente. Assim, € possivel
concluir que a micropropagacao da espécie C. antisyphiliticus é vidvel e faz-se necessario
estudos futuros relacionados aos aspectos quimicos e genéticos a fim de encontrar os

genotipos elites para conservagao.

PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, planta medicinal, pé-de-perdiz, Euphorbiaceae.



IN VITRO MICROPROPAGATION AND CONSERVATION OF CROTON
ANTISYPHILITICUS MART. Botucatu, 2011. 79p. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual
Paulista.

Author: Bidloga Taice Gongalves de Oliveira

Adviser: Dra. Ana Maria Soares Pereira

SUMMARY

Croton antisyphiliticus Mart. ex M. Arg. popularly “pé de perdiz” is a medicinal plant native
from Cerrado, belonging to Euphorbiaceae family. The root is used popularly in the form of
decoctions and “garrafadas” to combat males and females tract infections. The collection of
the plant is carried through of extrativist form and it doesn’t have works regarding the
conservation of the species. So, this study had as aimed to develop a micropropagation
protocol to a multiplication in a large scale of C. antisyphiliticus, so that in future it is possible
to develop a fitotherapic medicament from this species. Experiments had been developed of in
vitro germination, micropropagation protocols and in vitro conservation of germoplasm. To
determine the best condition for in vitro germination was evaluated the action of the fungicide
Cercobin in the asepsis of the seeds. In the development of micropropagation protocol had
been evaluated the effect of media MS, BS and WP and the concentration of salts in plant
development; the size of the container for the in vitro cultivation; the effect of the cytokinins
BAP, kinetin, zeatin and 2ip in multiplication of explants; the combination of BAP with IAA
in enhancing shoot; the influence of the auxin IBA on in vitro rooting; the co-cultivation; the
bud position in relation to the shooting and; the effect of osmotic stress agents in minimal
growth of explants of C. antisyphiliticus. The MS was the most efficient with its concentration
reduced by half resulted in better development of plants in vitro. Plants grown in flasks

showed better results. Many cytokinins had influence on the multiplication of the explants,



however, the BAP (1 nu M) was selected as the most efficient for multiplication. The
combination of BAP with IAA didn’t present weren’t significant results in the increase of
shoots. The explants also to present co-cultivation in vitro tolerance shown to be vigorous. The
best bud position for multiplication is the apical. The MS medium without regulators was the
most efficient in the rooting. The acclimatization of C. antisyphiliticus explants was possible
without the roots presence developed in vitro. In order to in vitro germoplasm bank, the
osmotic agents presence or absence used failed to ensure the majority survival of seedlings in
this environment. So, it’s possible to conclude that the micropropagation of the C.
antisyphiliticus is viable and necessary to further research related to chemical and genetic

aspects to find the elite genotypes for conservation.

Keywords: Cerrado, medicinal plant, pé-de-perdiz, Euphorbiaceae.



1. INTRODUCAO

O Cerrado possui uma flora riquissima com imenso potencial
terapéutico. Dentre as numerosas familias de plantas encontradas no cerrado destaca-se a
Euforbiaceae e em especial a espécie Croton antisyphiliticus, que ¢ uma planta medicinal
utilizada pela populagdo para o tratamento de fungos, algumas doengas sexualmente
transmissiveis e de infeccdes dos sistemas reprodutores feminino e masculino.

Nao ha até o presente momento estudos farmacoldégicos, quimicos e
agrondmicos para a referida espécie, sendo as informagdes existentes oriundas apenas de
levantamentos etnobotanicos. Além disso, as preparacgdes fitoterdpicas sdo realizadas a partir
da raiz, que ao ser coletada de forma extrativista compromete a existéncia das populacdes
naturais e aumenta o risco de extin¢@o e ou erosao genética da espécie.

Desse modo, este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de
propagacao in vitro de Croton antisyphiliticus, visando corroborar com informacdes relevantes
e inéditas que possam ser utilizadas para a conservacdo e multiplicacdo da espécie, tornando
possivel no futuro, o desenvolvimento de fitoterdpicos a partir desta espécie de maneira

sustentavel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cerrado

As zonas tropicais abrigam cerca de 2/3 da diversidade bioldgica
mundial, distribuida principalmente nos paises em desenvolvimento. Na América Tropical
encontra-se 90.000 espécies de faner6gamas sendo que o Brasil abriga aproximadamente
60.000 espécies (VIEIRA e MARTINS, 2000).

O Cerrado esté localizado principalmente no planalto central do Brasil,
€ o segundo maior bioma do Pais (KLINK e MACHADO, 2005; RIBEIRO e WALTER,
2008). De acordo com levantamento floristico para esse Bioma, a sua flora esta compilada em
mais de 10 mil espécies vasculares (FELFILI et al., 2008). Sendo que, quarenta e quatro por
cento dessa flora € endémica, o que confere ao Cerrado o titulo da savana tropical mais
diversificada do mundo (KLINK e MACHADO, 2005).

Os principais tipos de vegetacdo descritos para o bioma sdo
enquadrados em: formagdes florestais (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo);
savanicas (Cerrado sentido restrito, Parque do Cerrado, Palmeiral e Vereda) e campestres

(Campo Sujo, Campo Limpo e Campo Rupestre) (RIBEIRO e WALTER, 2008).



O bioma possui como caracteristica a presenca de dois periodos
climaticos bem definidos, uma estacdo das chuvas, quando ocorre mais de 90% da
precipitacdo e uma estagdo de seca, com auséncia quase total das chuvas e baixa umidade
relativa. A média da precipitagdo total anual varia entre 1400 e 1700 mm, e a temperatura
média anual oscila entre 18° e 25° C. De modo geral, os solos sao profundos e bem drenados,
de baixa fertilidade, como os latossolos e as areias quartzosas; que necessitam de corre¢io e
adubacdo para o uso agricola (MANTOVANI e PEREIRA, 1998).

A metade dos 2 milhdes de km? de cobertura original do bioma
Cerrado esta dominada por pastagens plantadas com gramineas de origem africana (cerca de
600.000 km?) e com culturas anuais como soja, milho e algodao (cerca de 100.000 km?), o que
resulta no processo de fragmentacdo do bioma (KLINK e MACHADO, 2005; KLINK et al.,
2008). Esta acdo antrépica tem gerado vérias conseqiiéncias danosas ao bioma como, por
exemplo, a barreira e isolamento genético, introducio de espécies aldctones e efeito de borda
(AQUINO e MIRANDA, 2008).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE (2010), o Cerrado teve sua cobertura vegetal original e a secundaria reduzida de 2 038
953 km? para 1 052 708 km?, com drea desmatada de 986 247 km? (48,37%) até 2008. Para
Machado et al. (2004b), a situacdo do Cerrado é bastante critica e preocupante e apesar do
esfor¢cos do Ministério do Meio Ambiente — MMA em identificar dreas prioritdrias para a
conservacdo do bioma, essas acdes ndo tem sido capazes de conter a tendéncia atual de
utilizacdo de dreas nativas, o que poderd causar a completa destrui¢cao do Cerrado até o ano de
2030, caso as tendéncias de ocupacdo continuem causando uma perda anual de 2,2 milhdes de
hectares dessas areas.

Com o objetivo de minimizar a degradacdo do Cerrado por
desmatamento e queimadas, o governo brasileiro langcou em setembro de 2010, um Plano de
Acdo para Prevencdo e Controle do Desmatamento e das Queimadas no Cerrado, por meio da
articulacdo de acdes e parcerias entre os mais diversos ambitos da sociedade brasileira
(GOVERNO FEDERAL, 2010).

Estratégias de utilizacao sustentdvel do Cerrado tem sido descritas em



vérias regides do pais, a exemplo do Baru no Mato Grosso do Sul (ARAKAKI et al., 2009) e
de seis espécies de frutas do Cerrado no Norte de Minas (CARVALHO, 2007). Esses estudos
relatam experiéncias locais na utiliza¢do dos recursos naturais de maneira sustentavel.

Diante do exposto acima fica evidente a necessidade de acdes que
possam evitar ou reduzir a acelerada destruicao do Cerrado, a partir de estratégias que visem o
uso sustentdvel do bioma, e em particular dos recursos terapéuticos relacionadas a flora. O
desenvolvimento de protocolos eficientes de micropropagacao e o estabelecimento de Bancos
de Germoplasma in vitro e ex vitro sdo estratégias importantes para abrandar o processo de

erosdo genética das espécies do hotspot Cerrado.

2.2 Plantas Medicinais e Fitoterapicos

Plantas medicinais s@o aquelas que administrada sob qualquer forma e
por alguma via ao homem, exercem algum tipo de a¢ao farmacol6gica (FOGLIO et al., 2006).

Por longa data o uso terapéutico das plantas medicinais esteve
associado a questdes misticas, desconhecendo tanto a causa da doenca como o funcionamento
dessas drogas no desaparecimento dos sintomas e/ou cura das enfermidades. Nesse sentido,
alguns estudiosos, com destaque para Paracelso (1493-1541), no intuito de procurar
estabelecer uma relacdo entre ambas acabaram adotando a “doutrina da assinatura”. Segundo
essa doutrina, Deus teria indicado qual o agente medicinal para determinada enfermidade
através de um “sinal”, ou seja, uma semelhanca entre a planta e o 6rgdo ou doenga a ser
tratada. Assim, o acafrdo teria a¢do sobre a ictericia por apresentar rizomas de coloracio
amarela. Essa “doutrina de assinatura” apesar de fundada na crenga popular contribuiu
significativamente para o desenvolvimento e progresso das ciéncias médicas
(KOROLKOVAS, 1996).

Embora a utilizacdo de plantas medicinais pela humanidade seja tdo
antiga quanto a sua propria origem, a maioria das espécies existentes no planeta sio
desconhecidas sob o ponto de vista cientifico. De aproximadamente 500 mil espécies de

plantas identificadas botanicamente apenas 5% foram estudadas do ponto de vista fitoquimico



e uma porcentagem ainda menor foi avaliada sob os aspectos bioldgicos. Na atualidade a
intensificacdo do uso de fitoterdpicos em paises desenvolvidos se deve ao avango das técnicas
espectroscopicas que tém contribuido com a elucida¢do de estruturas moleculares complexas
de constituintes naturais com relevante acdo farmacoldgica, a exemplo do taxol, forscolina,
artemisinina, e vdarios firmacos como, a digoxina da Digitalis spp., quinina e quinidina da
Cinchona spp., vincristrina e vinblastina da Catharanthus roseus, atropina da Atropa
belladona e morfina e codeina da Papaver somniferum (CECHINEL FILHO, 1998; RATES,
2001).

O mercado mundial de fitoterdpicos vem apresentando expressivo
crescimento, algo em torno de 22 bilhdes de ddlares/ano, devido ao desenvolvimento, cada vez
maior, de processos de padronizacdo, controle de qualidade de drogas vegetais e produtos
farmaceéuticos fitoterdpicos, bem como o estabelecimento de critérios de eficicia e seguranca
destes produtos (CECHINEL FILHO, 1998; SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

O Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 instituido pelo Governo
Federal estabeleceu a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares, visando
oferecer ao Sistema Unico de Saide — SUS a possibilidade de tratamento com Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos, conforme o disposto na Portaria n° 971, de 3 de maio de 2006, do
Ministério da Saide (BRASIL, 2006). Essa iniciativa tem estimulado estudos nas diversas
areas do conhecimento que envolvem as plantas medicinais além de retomar uma valoriza¢ao
a cerca do uso desta terapéutica.

No Brasil a 5° ed. da Farmacopéia Brasileira langada em dezembro de
2010, apresenta expressivo numero de monografias de plantas medicinais as quais sao
contribuicdes relevantes para a normatizagdo de metodologias adequadas para o controle de
qualidade de fitoterdpicos, isso terd significativa repercussao técnica, cientifica e politica na

area de desenvolvimento de medicamento no pais (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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2.3 O Género Croton

A familia Euphorbiaceae é composta de 8000 espécies, distribuidas em
317 géneros representada nas regides tropicais e temperadas de todo o planeta (SATIRO e
ROQUE, 2008). Estes estao agrupados em 49 tribos e cinco subfamilias, segundo o sistema de
classificacao proposto por Webster (1994).

Levantamentos floristicos realizados no Brasil mostram que a familia
Euphorbiaceae € uma das mais ricas em nimero de espécies, com cerca de 1000, distribuidas
em aproximadamente 80 géneros. No Estado de Sdo Paulo a familia estd representada por 37
géneros e cerca de 160 espécies (CARUZO e CORDEIRO, 2007), além disso, é considerada
uma das familias de maior importancia econdmica (FRANCA, 1997; CARNEIRO et al.,
2002).

A subfamilia Crotonoideae ¢ formada por cerca de 2400 espécies
agrupadas em 67 géneros e 12 tribos (WEBSTER, 1994). O género Croton L. é o segundo
maior e mais diverso, somando mais da metade das espécies da subfamilia, cerca de 1.200,
distribuidas predominantemente no continente americano (LIMA e PIRANI, 2008). O Brasil é
um dos principais centros de diversidade do género, com cerca de 300 espécies, que estd
representado nos mais variados ambientes e tipos vegetacionais (BERRY et al., 2005; SILVA
et al., 2010).

O reduzido nimero de estudos com o género Croton se deve a sua
complexidade taxondOmica, o que tem levado alguns autores a considerd-lo como ‘“género
problema” (LIMA e PIRANI, 2008). Apesar disso, recentemente alguns trabalhos tém sido
publicados enfatizando os aspectos da distribuicdo geogrifica e chaves de identificacdo
(CARUZO e CORDEIRO, 2007; SATIRO e ROQUE, 2008; LIMA e PIRANI, 2008;
BINGTAO et al., 2008; MEDEIROS et al., 2008; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010)
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2.4 A espécie Croton antisyphiliticus

2.4.1 Descricao Botanica

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal
Classe: Magnoliopsida Brongn.
Ordem: Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoidae Johannes Miiller Argoviensis [Miill. Arg.]
Tribo Crotoneae (Blume) Miill. Arg.
Género Croton (L.) Miill. Arg.
Secdo Eucroton Miill.Arg.
Espécie Croton antisyphiliticus (Mart.) Miill. Arg. (FLORA
BRASILIENSIS, 2010)

2.4.2 Taxonomia e habitat

A espécie Croton antisyphiliticus Mart. (Figura 1), conhecida
popularmente como pé-de-perdiz, canela-de-perdiz, alcanforeira, herva-mular, alcanfora e
cocaleira (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO, 1878 apud FENNER, 2006;
FORZZA et al., 2010) € um subarbusto ou erva (MUNHOZ e FELFILI, 2007; PAULA, et al.,
2009), de ramos lenhosos, folhas lanceoladas, alternas, separadas por entrends, eretas apoiadas
por peciolos; as flores sdo unissexuais, dispostas no dpice dos ramos em inflorescéncias

espiciformes (FELFILI et al, 2007; SAINT-HILAIRE, 2009).
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Figura 1: Croton antisyphiliticus (A) e detalhe da inflorescéncia (B).

2.4.3 Distribuicao geografica da espécie

Ocorre nos estados de Tocantins, Mato Grosso, Goids, Distrito
Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina. E uma espécie nativa do bioma
Cerrado, encontrada nas regides de campo limpo, campo sujo e campos rupestres (FELFILI et

al, 2007; MEDEIROS et al., 2008; FORZZA et al., 2010).

2.4.4 Etnobotanica e etnofarmacologia

A espécie C. antisyphiliticus é citada em levantamentos etnobotanicos
como uma das plantas mais utilizadas por comunidades regionais (SILVEIRA et al., 2008). As
raizes e folhas sdo utilizadas na forma de decoctos e garrafadas, no tratamento de cdlicas,
reumatismos, contra sifilis, contra fungos, feridas de ulceras e inflamacdes em especial das
vias genitais (VILA VERDE et al., 2003; (MOREIRA, 1862; OLIVEIRA, 1854; CASTRO,
1878 apud FENNER, 2006); TRESVENZOL et al., 2006; CAVECHIA e PROENCA, 2007;
SILVA et al., 2009) (Tabelal).
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2.4.5 Atividade antimicrobiana

Os estudos relacionados a atividade antimicrobiana dessa planta sdo
praticamente inexistentes, até o presente momento existe apenas um estudo realizado por
Nader et al. (2010), que evidenciou a acdo dos extratos cloroférmico e hexénico de C.
antisyphiliticus sobre a multiplicacdo da bactéria Staphylococcus aureus, causadora da mastite

bovina, promovendo melhor atividade inibitéria e bactericida in vitro.

2.4.6 Fitoquimica

Nao ha registros na literatura sobre estudos fitoquimicos realizados
com a espécie C. antisyphiliticus, entretanto, foram relatadas em outras espécies do género
Croton vérias substancias pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios como,
por exemplo, as proantocianidinas, terpenos, alcaldides, flavonas, triterpeno lupeol e ésteres
graxos do lupeol, os diterpenos ribenona, dcido caurendico e a mistura dos esterdides sitosterol
e estigmasterol (PERES et al., 1997, ABREU et al., 2001, HILL et al., 2001, JONES, 2003,
SALATINO et al., 2007).

2.5 Tecnologias in vitro

Alternativas que viabilizem a producdo de plantas com propriedades
terapéuticas cientificamente comprovadas, vém sendo amplamente debatidas nos grupos de
discussdo sobre conservacdo de recursos naturais. A conservacdo ex situ em banco de
sementes de plantas endémicas do Cerrado € uma delas. No entanto, para espécies raras ou que
apresentam sementes altamente predadas por insetos ou ainda para espécies cujo banco de
sementes torna-se invidvel (sementes recalcitrantes ou intermedidrias), as tecnologias in vitro

sdo indicadas. Essas tecnologias possibilitam a producdo de centenas de plantas a partir de um
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unico explante, permitindo a conservacdo do genétipo através do desenvolvimento de duas
tecnologias integradas, a micropropagacdo e o estabelecimento de banco de germoplasma in
vitro, que sao complementares aos bancos de sementes (MORAES et al., 2007, GONCALVES
et al., 2010).

2.5.1Micropropagacao

A cultura de tecido € indicada para aquelas plantas que apresentam
caracteristicas botanicas que impecam ou dificultam a propagacdo pelos meios cldssicos
(MELO et al., 2008).

Na atualidade a micropropa¢do vem sendo cada vez mais utilizada nao
apenas para propagar em larga escala gendtipos de interesse comercial, mas também na
limpeza clonal, por meio de cultivo de meristema apical, objetivando desinfectar plantas
contaminadas por virus (SOUZA et al., 2009b; NORTH, 2010 ).

A micropropagacio € a técnica que permite a produgdo de plantas em
larga escala, indicada para multiplicar clones elites (PEREIRA et al, 2007a). O
estabelecimento da cultura in vitro depende da eficiéncia do processo de assepsia e adaptagao
dos explantes ao meio de cultura (MORAES et al., 2007).

Para a utilizag@o da técnica de micropropagacdo alguns procedimentos
basicos devem ser realizados como, selecdo da planta matriz, nesse momento € importante
considerar a sanidade e o estadio fisiolégico da planta (juvenilidade) (SOUZA e PEREIRA,
2007; PAUNESCU, 2009) além do tipo do explante a ser utilizado na etapa inicial do cultivo
in vitro, que podem ser folhas, cotilédones, caule, segmentos nodais, entre outros.

Na escolha do meio de cultivo deve-se considerar o meio basal que
melhor atenda a necessidade nutricional da planta (sais minerais, fonte de carbono, vitaminas,
aminodcidos), se necessario esse meio pode ser suplementados com reguladores vegetais, o
que vai depender do nivel endégeno de hormdnio na planta e da fase do cultivo na qual ela se

encontra. Apesar de ndo ser uma regra geral, a maioria dos estudos utilizam doses maiores de



16

citocininas para a producao de gemas e producdo de multiplas brotagdes, enquanto que para o
enraizamento sdo utilizadas altas concentracdes de auxinas. Em alguns casos as giberelinas
sdo acrescentadas ao meio para promover o alongamento (FRANKLIN e DIXON, 1994;
GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; PEREIRA et al., 2003; CAMPOS et al., 2007;
GONCALVES et al., 2010;).

As condicdes do ambiente também devem ser observadas. Para a
maioria das espécies, o processo de incubagao inicial € realizado em temperaturas entre 20 e
27°C, intensidade luminosa de 20 a 70 25umol m%/s e fotoperiodo de entre 12 e 16 horas

(SUNGKUMLONG e DEB, 2009; GONCALVES et al., 2010; NORTH et al., 2010).

2.5.1.1 Etapas Bésicas da Micropropagacao

Plantas com alta demanda comercial necessitam do estabelecimento de
protocolo eficiente de micropropagacao que possibilitem a multiplicacdo das mesmas em larga
escala (NORTH et al., 2010).

De acordo com Werbrouck e Debergh (1994), a micropropagacdo

geralmente envolve cinco etapas:

a) Estdgio preparativo — Preparo da planta para introdu¢ao do material in vitro; o material é
cultivado de preferéncia em casa de vegetacdo, com condi¢des controladas. Pode-se tentar
melhorar a aptiddo fisiolégica das plantas matrizes utilizando reguladores de crescimento ou
outros tratamentos.

b) Iniciagdo das culturas — Introdu¢do do material in vitro; deve-se escolher o explante mais
adequado para a introdugdo in vitro, estabelecer o procedimento de assepsia, escolher o meio
de cultura a ser utilizado inicialmente e determinar as melhores condi¢cdes na sala de
crescimento para o processo de cultivo in vitro.

¢) Multiplicacdo e alongamento do broto — Promover a proliferacdo de brotos; deve-se
aumentar o nimero de gemas nos explantes ou regides meristematicas, promover se necessario

o alongamento dos brotos e manter as plantas matrizes.
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d) Inducgdo e desenvolvimento de raiz — promover se necessario o alongamento dos brotos e o
enraizamento in vitro ou ex vitro.
e) Aclimatacdo — Transferéncia para condi¢des de casa de vegetagcdo; o objetivo desta fase é

assegurar a sobrevivéncia das plantulas sob condi¢do ex vitro.

2.5.1.2 Reguladores vegetais

Os reguladores vegetais sdo amplamente utilizados na suplementacdo
dos meios de cultura para suprir deficiéncias hormonais, e também estimular o
desenvolvimento da planta durante todo o processo de micropropagacao. O requisito para
utilizacdo de reguladores vegetais exdgenos depende dos niveis enddgenos na planta
(WERBROUCK e DEBERGH, 1994).

Quando sementes sdo utilizadas como explantes iniciais, a germinagao
¢ normalmente realizada em meio nutritivo sem reguladores de crescimento ou simplesmente
em dgua e dgar (MELO et al., 2008). Na fase de multiplicacdo, as citocininas sdo empregadas,
principalmente para que ocorra a quebra da dominancia apical induzindo a proliferacdo das
gemas laterais (FRANKLIN e DIXON, 1994; NORTH et al., 2010). De modo geral, o
suplemento de citocininas no meio de cultura determina o sucesso da etapa de multiplicagao
(MORAES et al., 2007).

A alta relacdo citocinina-auxina promove a formagdo de brotos, € o
oposto ocasiona a diferenciacdo da raiz. Em alguns casos a indu¢do de multiplas brotagdes
requer a combinag¢do de citocinina e auxina, mas, isso ndo implica que seja necessario a
presenca concomitante de ambos no meio de cultura para que haja a formagdo de brotos
(WERBROUCK e DEBERGH, 1994; MORAES et al., 2007).

As citocininas mais empregadas no cultivo in vitro das espécies do
Cerrado sdao BAP (6-Benzilaminopurina), 2ip (Isopenteniladenina), cinetina e zeatina, em
ampla faixa de concentracio promovendo multiplas brotagcdes (SOUZA et al, 2003;
MALOSSO, 2004). De modo geral o fitorregulador BAP deve ser o primeiro a ser testado,

seguido do 2ip, e como udltima opg¢do a zeatina em fun¢do do alto custo (WERBROUCK e
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DEBERGH, 1994).

Na fase de enraizamento as auxinas sdo adicionadas ao meio de
cultura, as mais utilizadas sdo ANA (acido naftaleno acético) e AIB (dcido indolbutirico)
(FRANKLIN e DIXON, 1994). Concentracdes excessivas de auxina no meio podem gerar
graves transtornos limitando a fase de enraizamento e podendo ser téxica para a planta
(SOUZA et al., 2004). Outros reguladores que ndo as auxinas podem comprometer a fase de
enraizamento como, por exemplo, as citocininas, as giberelinas e o 4cido abscisico inibindo a

formacdo de raiz.

2.5.2 Banco de Germoplasma

Banco de Germoplasma in vitro sdo unidades conservadoras de
material genético sob condicdes de crescimento lento. A conservacao dos recursos genéticos
por meio de bancos de germoplasma pode ser mantida através de armazenamento de semente
em camara fria, colecdes de plantas conduzidas a campo ou em casa de vegetacdo, em jardins
botanicos, em arboretos e através de colecdes de plantulas e tecidos mantidos sob condicao in
vitro ou ainda em sistema de criopreservagao (VIEIRA, 2000; PEREIRA, et al., 2007b).

De modo geral Bancos Ativo de Germoplasma (BAG) estruturados sao
mantidos por universidades e empresas de pesquisas (EIRA et al., 1992; DINIZ e FERREIRA,
2000; LEMOS et al., 2002; CANTO et al., 2004; FERREIRA, 2005b; SOUZA et al., 2009b;
GABR e SAYED, 2010; RANGSAYATORN et al., 2010; RITSCHEL et al., 2010) e estas
instituicdes tém por responsabilidade garantir a diversidade genética das colecdes de
germoplasma (seja pela iniciativa de coletar periodicamente recursos genéticos, seja por
favorecer o intercambio com outros bancos de germoplasma), promover a sua caracterizagao
molecular e/ou quimica por diferentes metodologias, multiplicar os acessos afim de manté-los
e disponibilizar os materiais conservados a comunidade cientifica interessada em desenvolver
projetos de melhoramento (VIEIRA, 2000).

Segundo Pereira et al. (2007b), as principais atividades desenvolvidas
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nos Bancos de Germoplasmas sdo: missdes de coletas de materiais; se necessario
multiplicacdo do material antes de introduzi-lo no banco; introdug@o de acessos; a conservagao
propriamente dita; caracterizagdo morfoldgica, molecular e quimica; avaliacao preliminar dos
acessos conservados; regeneracdo; e multiplicacdo para utilizacdo e distribuicdo. Essas
informagdes sdo depois documentadas e disponibilizadas num sistema de base de dados.

Os acessos a serem conservados em Banco de germoplasma devem
apresentar caracteristicas quimicas e agrondmicas superiores aos demais acessos, € a0 mesmo
tempo serem representantes da diversidade genética da espécie (MORAES et al., 2007;
SOUZA et al., 2009b). As plantas conservadas in vitro sio mantidas em condi¢des fisicas
(temperatura e intensidade luminosa) e/ou quimicas (meios de cultura com baixa concentragao
de sais, adi¢ao de agentes osmoticos e inibidores de crescimento) adequadas para que resistam
a intervalos longos de repicagens (MALOSSO, 2004; SOUZA et al., 2009b). A conservacao in
vitro em funcdo das condi¢des fisicas e quimicas pode promover instabilidade genética que
pode ser monitorada por marcadores moleculares (WITHERS e WILLIAMS, 1998;
PAUNESCU, 2009).

No Brasil uma das iniciativas pioneiras no que se refere a conservagao
de recursos genéticos de plantas medicinais em cultura de tecidos foi a criagdo, em 1987, do
Banco de Germoplasma in vitro de plantas medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP). O Banco foi instalado a partir de recursos advindos da CEME (Central de
Medicamentos - Ministério da Satide) com objetivo de reunir o maior nimero possivel de
acessos de Maytenus aquifolium e M. ilicifolia para disponibilizar a industria de fitoterapico
um amplo acervo de acessos dessas espécies. Em 2000, com a aprovacdo de varios projetos
financiados pelo CNPq e Fapesp foram introduzidas dezenas de espécies medicinais do
Cerrado e da Mata Atlantica na forma de plantulas e células. Posteriormente, em Janeiro de
2001 o banco foi ampliado mais uma vez, a partir de um projeto temédtico dentro do Programa
Biota-Fapesp, cujo objetivo foi a introducdo in vitro de espécies medicinais da familia
Bignoniaceae com atividade antitumoral. Atualmente, o banco de germoplasma conserva
também espécies medicinais nativas de outras familias, como por exemplo, Amaranthaceae,

Asteraceae e outras. (ALVES et al., 2010; INACIO, 2010)
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A Embrapa Amazonia Ocidental, em parceria com o Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazodnia — INPA realizaram a instalacio do banco de germoplasma de
plantas medicinais e aromadticas na Base Fisica da Embrapa em Manaus, entre as espécies
escolhidas encontra-se duas espécies do género Croton, a sacaca (Croton cajucara) € a

sacaquinha (Croton sacaquinha).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de micropropagacdo e conservagao em

banco de germoplasma in vitro para Croton antisyphiliticus.

3.2 Objetivos especificos

Os experimentos foram realizados com os seguintes objetivos:

1. Avaliar a germinacdo in vitro de C. antisyphiliticus;

2. Avaliar o efeito do meio basal na multiplicacdo e a influéncia da reducdo da
concentracdo dos compostos do meio de cultura no desenvolvimento dos explantes in
Vitro;

3. Verificar a influéncia dos reguladores vegetais BAP, cinetina, zeatina e 2 ip na
multiplicagdo de explantes de C. antisyphiliticus;

4. Avaliar a influéncia da associacdo dos reguladores vegetal BAP e AIA na
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intensificacdo de brotacdes

Verificar a influencia do co-cultivo e do tipo de recipiente no desenvolvimento dos
explantes in vitro;

Avaliar o efeito da posi¢do da gema na producio de brotacdes multiplas;

Avaliar o efeito do regulador AIB e do tempo de exposicdo deste regulador no
enraizamento in vitro;

Estabelecer metodologia para aclimatagao de plantulas;

Determinar a conservacdo de germoplasma in vitro de C. antisyphiliticus através de

agentes de estresse osmotico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Condicoes gerais dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Departamento de Biotecnologia
de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP).

As sementes foram coletadas em dreas de fragmento de Cerrado no
municipio de Araxd, referenciadas por GPS (Latitude 19°48°53,6”, longitude 46°24°18,3” e
altitude 1121), em fevereiro de 2008 e a exsicata foi depositada no Herbério de Plantas
Medicinais da UNAERP e recebeu o voucher HPMU 1417. Os explantes tipo gema axilar e
apical de C. antisyphiliticus utilizados nos experimentos foram obtidos a partir de plantulas
germinadas in vitro e multiplicadas in vitro.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 25°C+2°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade luminosa de 25umol m2/s,
fornecida por lampada fluorescente branca.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC). Os
resultados foram submetidos a andlise de variincia, sendo as médias comparadas pelo teste de

Scott Knott 5% com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2005a).
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4.2 Germinacao de sementes in vitro

Sementes de Croton antisyphiliticus foram submetidas ao método
densimétrico em 4gua destilada de acordo com o seguinte procedimento: as sementes foram
colocados em proveta contendo um litro de dgua destilada e agitadas com bastdo por 3
minutos. Apds meia hora aquelas localizadas no fundo do recipiente foram selecionadas como
vidveis e as sobrenadantes foram descartadas.

As sementes vidveis foram submetidas a assepsia com, imersio em
solucdo de Cercobin 1% (p/v) por 1 h sob agitag@o, posteriormente foram colocadas e solugcdo
alcool/ agua 70% (v/v) por 1 min e em seguida imersas em solucdo de hipoclorito de célcio
0,5% (p/v) por 30 min, também sob agitacdo. Apds a assepsia superficial, as sementes foram
lavadas com dgua destilada estéril e inoculadas em cubetas de vidro com 10 cm de altura e
2cm de diametro contendo 5 mL meio de cultura MS basal e mantidas em sala de crescimento.

Foram inoculadas 1.800 sementes distribuidas em 60 blocos de trinta

cubetas. As sementes foram avaliadas a cada 3 dias, por 6 meses, quanto a porcentagem de

germinacao.

4.3 Escolha do meio basal

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados nos seguintes meios:

M1 =MS + 1,00uM BAP + 2 gL'1 Phytagel® + 20 gL' de sacarose
M2 = WP + 1,00uM BAP + 2 gL' Phytagel® + 20 gL'1 de sacarose
M3 = B5 + 1,00uM BAP + 2 gL' Phytagel® + 20 gL' de sacarose

Para definicio do melhor meio basal, foram utilizadas 6 repeti¢oes
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composta de 5 explantes e a avaliagdo foi realizada aos 30 dias.
O meio de cultura que apresentou os melhores resultados foi o

escolhido como o0 meio base para os demais experimentos.

4.4 Concentracao de sais do meio basal
Os explantes (0,5 cm) foram inoculados nos seguintes meios:

SO - MS + 1,00uM BAP + 2 gL'1 Phytagel® + 20 gL'1 de sacarose
S1-MS/2 + 1,00uM BAP + 2 gL.”! Phytagel® + 20 gL' de sacarose
S2 - MS/4 + 1,00uM BAP + 2 gL”! Phytagel® + 20 gL' de sacarose

Para definicdo da melhor concentracdo de sais do meio basal. Foram

utilizadas 6 repeticdes composta de 5 explantes e a avaliacdo foi realizada aos 60 dias.

4.5 Multiplicacao in vitro

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em meio de cultura MS
suplementado com 2 gL'1 Phytagel® , 20 gL' de sacarose e acrescidos ou ndo dos seguintes
fitorreguladores: BAP, cinetina, Zeatina e 2ip nas concentragdes de 0,50, 1,00, e 2,00uM.

Foram utilizadas 6 repeticbes composta de 5 explantes e a avaliacdo

foi realizada aos 30 dias.
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4.6 Producao de multiplas brotacoes

Este experimento foi realizado com uma gema por cubeta em meio de
cultura MS suplementado com 1,0uM de BAP associado ou ndo com AIA em diferentes
concentracdes (0,01, 0,10 e 1,00uM)

Foram utilizadas 6 repeticdes compostas de 5 replicatas. A avalia¢do

foi realizada aos 30 dias.

4.7 Co-cultivo

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em frascos de 8 cm e @5cm
com meio de cultura MS suplementado com 2 gL' Phytagel® , 20 gL' de sacarose e 1,0uM
de BAP. Este experimento foi composto de dois tratamentos: frasco contendo 1 gema e outro

contendo 5 gemas (Figura 2).

Figura 2: Frascos com meio de cultura MS suplementado com 1,0uM de BAP, com cinco

gemas (A) e uma gema(B) de C. antisyphiliticus.

Foram utilizadas 6 repeticbes composta de 5 explantes e a avaliacdo

foi realizada aos 60 dias.
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4.8 Tipo de recipiente

Os explantes (0,5 cm) foram inoculados em meio de cultura MS
suplementado com 2 gL' Phytagel® , 20 gL' de sacarose e 1,0uM de BAP.

Este experimento foi composto de dois tratamentos: frasco tipo cubeta
medindo 10cm e @2cm com capacidade para 34mL e frasco tipo pote medindo 8cm e @5cm

com capacidade para 160mL (Figura 3).

Figura 3: Tipos de recipientes utilizados no experimento: frasco do tipo pote (A) e do tipo
cubeta (B).

Para definicio do melhor recipiente, foram utilizadas 6 repeticoes

composta de 5 explantes e a avaliacdo foi realizada aos 60 dias.

4.9 Posicao da gema

Os explantes oriundos da gema apical e da gema axilar localizada na
parte basal na brotacio (Figura 4) foram inoculados no meio MS suplementado com 1,00uM
BAP

Foram utilizadas 6 repeti¢cdes composta de 5 replicatas e a avaliagao
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foi realizada aos 60 dias.

A

Gema apical

A

Gema basal

Figura 4: Posicoes de gemas de plantas de C. antisyphiliticus utilizadas no experimento.

4.10 Enraizamento in vitro

Os explantes com duas gemas (basal e apical) foram transferidas para
meio de cultura MS suplementado com 2 gL' Phytagel® , 20 gL' de sacarose com ou sem
AIB por tempo de exposi¢ao alternado ao meio com fitorregulador conforme descrita abaixo

Os explantes foram mantidos no meio contendo 1, 2, 4, e 6uM de AIB
por 5, 10, 15 e 30 dias, apds esse periodo foram transferidos para o meio basal sem adicdo de
regulador vegetal. Foram utilizadas 3 repeti¢cdes composta de 5 explantes e a avaliacdo foi

realizada aos 30 dias.
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4.11 Aclimatacao

Plantas multiplicadas in vitro sem raizes foram lavadas em &4gua
corrente até a retirada total de residuos de Phytagel® e posteriormente plantadas em vaso
contendo solo do Cerrado, autoclavado por 2 horas. Os vasos foram cobertos com saco de
polietileno transparente e o fornecimento de dgua foi didrio (10ml) vertido em recipiente raso
alocado embaixo do vaso. Este foi mantido em condi¢des controladas de temperatura
(25°C£2°C) e umidade (70%). Uma semana apds as transferéncias dos propagulos os sacos
plasticos foram perfurados utilizando palitos de madeira (2,2mm) e aos cinqiienta 0s sacos
foram removidos totalmente.

Foram utilizados 3 repeti¢cdes composta de 10 explantes e realizadas

observacdes didrias quanto a sobrevivéncia das plantulas.

4.12 Conservacao de germoplasma in vitro

Explantes com uma gema foram inoculados em cubetas contendo meio
de cultura MS suplemtentado com 2,0 gL' Phytagel®, acrescido ou ndo de agentes de estresse

osmotico em sala a 18°C, divididos nos seguintes tratamentos:

TO = 2% de sacarose;

T1 = 2% de sacarose + 4% de sorbitol;

T2 = 2% de sacarose + 4% de manitol;

T3 = 2% de sacarose + 4% de sorbitol + 2mgL™" pantotenato de célcio;
T4 = 2% de sacarose + 4% de manitol + 2mgL" pantotenato de célcio;
TS =2% de sacarose + 2 mgL'1 espermidina;

T6 = 2% de sacarose + 4 mgL'1 espermidina.

Foram utilizadas 6 repeticoes composta de 5 replicatas, a avalia¢io foi

realizada 150 dias apds a introdu¢do do material em ambiente de banco de germoplasma
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(18°C) e fotoperiodo de 12 horas de luz. Os parametros avaliados foram porcentagem de
sobrevivéncia dos explantes, nimero de gemas, altura das brotagdes, porcentagem de

enraizamento, ndmero de raiz e tamanho da raiz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinacao de sementes in vitro

Sementes ao serem utilizadas como explantes, em geral, apresentam
menor incidéncia de contaminacdo quando comparada a gemas retiradas de matrizes advindas
diretamente do campo ou mantidas em casa de vegetacdo, além disso as sementes apresenta
maior resisténcia ao processo de desinfestacio (MELO et al., 2008).

A porcentagem de germinacdo das sementes inoculadas in vitro foi de
0,4% (+0,08), elas comecaram a germinar a partir de 45 dias e ndo germinaram mais apés 6
meses. A porcentagem de contaminagdo das sementes foi baixa (20%) sendo que dessa
porcentagem 6% (+1,2) apresentaram fungos, 10% (+ 4,72) bactéria e 4% (0,8) foram
acometidas por contaminacao mista (Figura 5).

A reduzida porcentagem de germinacdo de sementes de C.
antisyphiliticus mostra que as mesmas apresentam dorméncia, considerando que toda semente
que ndao germina no periodo de quatro semanas sdo enquadradas nesta categoria (BASKIN e
BASKIN, 1998). Este fato evidencia a necessidade de realizar estudos futuros mais especificos

que visem encontrar condi¢cdes ideais de germinagdo destas sementes € a0 mesmo tempo
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mostra a importancia de se estabelecer protocolo de micropropagacdo como uma alternativa
vidvel de se propagar esta espécie em larga escala.

A porcentagem de germinacao in vitro de C. antisyphiliticus foi muito
inferior a de outras espécies nativas do Cerrado como por exemplo Hancornia speciosa
(92,4%) (MACHADO et al., 2004a) e Copaifera langsdorffii Desf. (17%) (NOLETO;
SILVEIRA, 2004). Vérios fatores externos como temperatura, 4gua, oxigénio e luz bem como
os internos, entre eles os inibidores e os promotores de germinacao influenciam nesse processo
(MELO et al.,, 2008) e portanto como ja afirmado acima o mecanismo de dorméncia
encontrado nas sementes de C. antisyphiliticus precisam ser investigados.

Quanto a contaminagdo apresentada pelas sementes o mais provavel é
que tenha ocorrido infestacdo por manipulacdo inadequada na camara de fluxo laminar em
funcdo das caracteristicas morfoldgicas intrinsecas das sementes de C. antisyphiliticus como

superficie lisa e auséncia de reentrincias.

Figura 5: Sementes de Croton antisyphilitcus, cultivadas em cubetas com meio MS basal,
suplementado com sacarose e phytagel®, contaminada (A), ndo germinada (B), germinada (C)

e plantula (D).
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5.2 Escolha do meio basal

Os meios nutritivos utilizados na micropropagacdo fornecem
substincias essenciais que influenciam diretamente no crescimento e controlam em grande
parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998, SOUZA et al., 2003).

Os explantes de C. antisyphilitcus cultivados por trinta dias, em meio
B5 ndo sobreviveram, resultado diferente foi obtido com os explantes cultivados em meios MS
e WP, os quais apresentaram uma porcentagem de sobrevivéncia de 80 e 90%,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os meios MS e WP em todos os
parametros avaliados aos trinta dias (Tabela 2). No entanto, foi observado (dados nao
mostrados) na segunda avaliacdo aos 60 dias que todos os individuos mantidos no meio de
cultura WP morreram. Espécies de outras familias e géneros cultivadas in vitro como, por
exemplo, Tainia latifolia, Baccharis tridentata, Cabralea canjerana, Phyllanthus stipulatus,
codiaeum variegatum tiveram também melhor desenvolvimento em meio MS do que B5 e WP
(CATAPAN et al., 2001; KAJIKI e SHEPHERD, 2006; ROCHA et al., 2007; NASIB et al.,
2008; SUNGKUMLONG e DEB, 2009).

A principal diferenca no teor de macronutrientes entre os meios WP,
B5 e MS € que o udltimo apresenta maiores niveis de nitrogénio e segundo alguns autores a
presenca deste elemento € um fator determinante no crescimento dos vegetais, além de ser um
promotor de embriogénese somatica em algumas espécies e estimulador de organogénese em

outras (FRANKLIN e DIXON, 1994; CALDAS et al., 1998) (Anexo 1).
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Tabela 2: Efeito do meio basal na porcentagem de calos e de sobrevivéncia, no nimero de

gemas e brotos e na altura da brotag¢do aos 30 dias, UNAERP, Ribeirao Preto — SP, 2010.

Meio % calos Y% sobrev. n°broto n°gema Altura brotacao

MS 70,00a 80,00a 1,16a 2,22a 0,54a
WP 76,67a 90,00a 1,07a 2,82a 0,63a
B5 0 0 0 0 0

Ccv 11.13 11.76 6.14 22.20 34.42

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

5.3 Concentracao de Sais

A alta concentracdo de sais do meio MS pode ser inadequada ao
processo morfogenético de algumas espécies, para isso muitas modificacdes tém sido
sugeridas com intuito de melhor adaptacdo das culturas in vitro e a0 mesmo tempo redugdo
dos custos (JESUS et al., 2003).

Os explantes de C. antisyphiliticus cultivados em meio MS/2
apresentaram o melhor resultado quanto ao ndmero de gema (2,41), em relacio ao MS na
concentracdo original (1,88) e o MS/4 (1,53). Quanto a altura das brotacdes ndo houve
diferenca significativa entre MS e MS/2 (Tabela 3) o mesmo resultado foi observado com
trabalho realizado com Baccharis tridentata cujo meio MS foi mais eficiente para promover
elongacdo das brotacdes do que MS/2 e MS/4 (KAJIKI e SHEPHERD, 2006).

Em relacdo a porcentagem de calos a reducdo da concentragdo de
todos os elementos do meio de cultura MS néo foi eficiente para reduzir a proliferacao dos
mesmos, todos os tratamentos apresentam elevada porcentagem de calos na base ndo diferindo
estatisticamente entre si.

A resposta de sobrevivéncia dos explantes de C. antisyphiliticus aos
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meios MS e MS/2 foram superiores em relagdao ao MS/4. De modo geral, o solo do Cerrado é
considerado pobre em macro e micronutrientes e as espécies nativas deste bioma apresentam
boa adaptabilidade a essa condicao. Apesar disso, a redu¢do do MS/2 para MS/4 certamente
ultrapassou a capacidade da espécie C. antisyphiliticus de resistir as deficiéncias nutricionais
do ultimo meio.

Assim, podemos concluir que o meio MS reduzido a metade € o mais
indicado para a multiplicacdo de C. antisyphiliticus, esse resultado corrobora com Vvarios
trabalhos realizado com outras plantas do cerrado a exemplo de Kielmeyera coriacea (PINTO
et al., 1994), Anacardium occidentale (BOGGETTI et al., 1999) além das espécies Sinnigia
speciosa ( ARAUIJO et al., 2004), Vriesea inflata (PEDROSO et al., 2010).

Tabela 3: Efeito da concentracdo de sais no nimero de gemas, porcentagem de calos, altura da
brotagdo e na porcentagem de sobrevivéncia aos 60 dias, UNAERP, Ribeirao Preto — SP,

2010.

Meio n°gema Altura brotacio % calos % sobrev.

MS 1,88b 0,78a 91,67a 70,00a
MS/2  24la 1,05a 85,00a 78,33°
MS/4  1,53¢ 0,43b 90,00a 45,00b
Ccv 5.09 23.72 11.86 11.17

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

5.4 Multiplicacao in vitro

As citocininas participam de muitos processos celulares, sendo que o

controle da divisdo celular é o central, participando assim, do alongamento e diferenciacdo
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celular, principalmente quando interagem com as auxinas (TAIZ e ZEIGER, 2009). A adicao
de citocininas € favordvel ou em alguns casos € essencial para o desenvolvimento de explantes
in vitro e a concentracao utilizada depende da espécie e tipo de explante (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Os reguladores apresentaram diferenca significativa nas concentragoes
utilizadas conforme é mostrado na Figura 6. As citocininas BAP (1,0 e 2,0uM) e cinetina (0,5
e 1,0 uM) apresentaram os melhores resultados quanto ao nimero de brotagdes 1,72 e 1,97 e
2,00 e 1,81, respectivamente (Tabela 4). Estes resultados foram semelhantes ao encontrados
por Souza et al. (2008), que ao avaliarem diferentes citocininas na multiplicacdo de Eugenia
uniflora constataram que o maior nimero de brotos (2,33 — 2.44) foi produzido em meio de
cultura contendo BAP, o mesmo fitorregulador foi também o que mais induziu formagao de
brotos em explantes de Myracrodruon urundeuva cultivados in vitro (ANDRADE et al.,
2000). Convém ressaltar que esta citocinina pode responder de maneira nao favoravel ao
desenvolvimento in vitro de outras espécies, um exemplo disso foi demonstrado com
explantes de Copaifera langsdorfii que ndo apresentaram nas concentracoes avaliadas de BAP
0 aumento no nimero de brotos como o esperado (NOLETO; SILVEIRA, 2004).

Quanto a altura das brotagdes os melhores resultados foram obtidos
com a Zeatina na concentracao de 2,0uM (1,49) e com BAP na concentragao de 0,5uM (1,25).
Embora a citocinina zeatina tenha mostrado o melhor resultado quanto a altura das brotagdes
de C. antisyphiliticus sugere-se que seja utilizado o BAP para promover o elongamento das
brotacdes por ser um fitorregulador mais barato e ter se mostrado semelhante eficiéncia.

As citocininas 2ip, BAP e zeatina na concentragdio de IuM
apresentaram em média trés gemas por explante. Um trabalho realizado in vitro por Biondo et
al. (2007) com Mandevilla velutina, uma espécie do Cerrado, mostrou resultado diferente do
encontrado C. antisyphiliticus, ou seja entre as citocininas zeatina, 2ip e BAP apenas a ultima,
na concentracdo de 0,44uM, mostrou-se eficiénte na multiplicacdo do nimero de gemas (6,7
gemas/brotagdo).

Quanto a presenca de calos na base dos expantes as citocininas zeatina

(0,5 e 1,0uM) e 2ip (1,0 e 2,0uM) foram as que promoveram as menores porcentagem de
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calos 17 e 27% e 20 e 27%, respectivamente. Porém, foi observado durante o estudo que a
formacdo de calos na base dos propagulos de C. antisyphiliticus nao interferiu no

desenvolvimento dos explantes in vitro.

Tabela 4: Efeito da adi¢do das citocininas, BAP, 2ip, cinetina e zeatina em diferentes
concentracdes na porcentagem de calos, no nimero de gemas e brotos e na altura da brotagdo

aos 30 dias, UNAERP, Ribeirio Preto — SP, 2010.

Parametros Regulador Vegetal
analisados  Concentracao 2ip BAP CINETINA ZEATINA

0,0 1,17aA  1,17bA 1,17bA 1,17aA
. 0,50 1,46aA  1,25bA 1,93aA 1,42aA

‘% 1,00 1,05aB  1,72aA 1,81aA 1,24aB

i 2,00 1,05aB  1,97aA 1,45bB 1,12aB
0,0 0,45aA  0,45bA 0,45aA 0,45cA
s z§q 0,50 0,89aA  1,25aA 0,63aA 0,70cA

=] <

= © 1,00 0,67aA  0,79bA 0,44aA 1,00bA
~ 2,00 0,59aB  0,43bB 0,31aB 1,49aA
0,0 1,59bA  1,59bA 1,59aA 1,59bA
é 0,50 2,04bA  3,00aA 1,57aA 2,26bA
})0 1,00 2,98aA  2,90aA 1,89aA 3,02aA
- 2,00 2,57aB  1,62bB 1,63aB 3,85aA

0,0 57bA 57aA 57aA S57bA

8 0,50 40bA 47aA 43aA 17aA

g 1,00 20aB 73aA 43aB 27aB

2,00 27aB 80aA 47aB 43bB

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nio diferem entre

si a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott.
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A citocinina BAP na concentragdo 1,0uM promoveu 5,03 de taxa de
multiplicacdo (n°broto x n° gema), sendo o maior valor em relagdo a todos os outros
fitorreguladores (Tabela 5). A taxa de multiplicacio é um parametro importante porque
possibilita verificar a velocidade do processo de propagacao in vitro (SANTOS et al., 2006).

Conclui-se que a citocinina zeatina (2,0uM) € o fitorregulador mais
indicado para promover a multiplicacdo de explantes de C. antisyphiliticus, seguido pelo BAP
(1,0uM). A escolha entre um ou outro fitorregulador para produgcao em escala de propagulos

de C. antisyphiliticus dependeré de avaliacio de custo-beneficio.

Tabela 5: Valores da taxa de multiplica¢do para as citocininas, BAP, 2ip, cinetina e zeatina em

diferentes concentragdes aos 30 dias, UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2010.

Taxa de multiplicag@o (n°broto x n° gema)

Reguladores
Concentragao 2ip BAP CINETINA ZEATINA
0,0 1,88a 1,88b 1,88a 1,88a
0,50 2,77a 3,69b 3,49a 3,23a
1,00 3,11b 5,03a 3,15b 3,70b
2,00 2,73b 3,14b 2,31b 4,29a

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

5.5 Producao de brotacoes multiplas

Segundo Paiva e Aloufa (2009), o emprego de dois ou mais
reguladores de crescimento podem intensificar a proliferacio de brotos e gemas in vitro.
Estudos mostram que a combinacdo de auxinas e citocininas € decisiva no controle da

morfogénese in vitro e podem possibilitar maior indu¢do e desenvolvimento de brotacdo em
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explantes cultivados in vitro (SANTANA, 2008; CAMPOS et al., 2007; SANTOS et al., 2006;
SUNGKUMLONG e DEB, 2009)

A suplementacdo de vdrias concentracdes de AIA no meio MS
suplementado com 1,0uM de BAP nio diferiu estatisticamente em relacdo a porcentagem de
sobrevivéncia, altura das brotacdes, nimero de gemas e de brotos (Tabela 6). Quanto a
presenca de calos, foi observado que quanto maior o teor de AIA utilizado maior foi a
proliferacao dos calos na parte aérea dos explantes, este resultado, de certa forma, ja era
esperado, pois a acdo do AIA sobre a proliferacdo celular ¢ uma das respostas mais
previsiveis em experimentos com cultura de tecido.

Estudos realizados in vitro com as espécies Sinningia allagophylla,
Myracrodruon urundeuva e Tainia latifolia mostraram resultados semelhantes aos
encontrados com C. antisyphiliticus (ALMEIDA e SHEPHERD, 1999; ANDRADE et al.,
2000; SUNGKUMLONG e DEB, 2009).

Em relacdo a taxa de multiplicacdo a associacdo de AIA (0,01uM) e
BAP mostrou melhor resultado (4,32) em relagdo as demais concentracdes (Tabela 6). No
entanto, esse nimero foi inferior ao encontrado no experimento de multiplicacdo (item 5.6).
Desse modo, a associacdo de AIA e BAP ndo se mostrou vantajosa para intensificar o nimero

e brotacdes em explantes de C. antisyphiliticus.
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Tabela 6: Influéncia da adicao da auxina AIA no meio MS basal suplementado com 1uM de

AIB na porcentagem de calos e de sobrevivéncia, no nimero de gemas e brotos, na altura da

brotagdo e na taxa de multiplica¢do aos 30 dias, UNAERP, Ribeirao Preto — SP, 2010.

Regulador %0 %0 n° n° Altura Taxa de
calos sobrev. gema broto brotacio multiplicacao
Controle 33,33a 76,67a 2,03a 1,00a 0,70a 2,03b
0,01uM AIA  73,33b 90,00a 2,40a 1,80a 0,69a 4,32a
0,1uM AIA 66,67b 93,33a 2,46a 1,03a 0,67a 2,53b
1,0uM AIA 73,33b 93,33a 1,13a 1,00a 0,32a 1,13c
Ccv 28,47 11,32 36,62 37,57 54,81 22,15

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

5.6 Co-cultivo

Entre as principais causas de perdas em culturas é a competicao entre

as plantas pelos recursos disponiveis no meio ambiente. Essa disputa em condi¢des in vitro

torna-se um importante parametro fisico que influéncia no crescimento das microplantas

durante a micropropagacdo (SARKAR et al., 1997; PEREIRA et al., 1999).

Os explantes de C. antisyphiliticus cultivados em nimero de um ou

cinco por recipiente ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a porcentagem de calos

e de sobrevivéncia, nimero de brotos e altura das brotacdes, entretanto aqueles que foram co-

cultivados mostraram-se mais robustos (Figura 7). Este resultado corrobora com os dados

obtidos por Pereira et al. (1999) que ndo obtiveram diferenca estatistica no nimero de brotos

em relacdo aos explantes cultivados isoladamente ou em co-cultivo das espécies Cephaelis

ipecacuanha e Eclipta alba.
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Figura 6: Explantes de C. antisyphiliticus cultivados em frasco do tipo pote de modo isolado e

em co-cultivo.

No entanto, para o numero de gemas de C. antisyphiliticus, houve
diferenca entre os tratamentos, o cultivo de um explante por frasco apresentou valor superior

(4,80) em relagdo ao co-cultivo com 5 explantes por frasco (3,22) (Tabela 7).

Tabela 7: Efeito do co-cultivo na porcentagem de calos e de sobrevivéncia, no nimero de

gemas e brotos e na altura da brotacdo aos 60 dias, UNAERP, Ribeirdao Preto — SP, 2010.

% calos % sobrev. n°gema n°broto Altura brotacao

Pote Grupo 72,00a 97,33a 3,22b 1,21a 1,22a
Pote Individual 53,33a 100,00a 4,80a 1,27a 1,51a
CvV 22,26 1,66 7,01 14,43 12,11

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.
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A influéncia do co-cultivo no desenvolvimento de explantes in vitro
esta relacionada ao tempo de permanéncia dos propdgulos no meio de cultura. Um trabalho
realizado por Sarkar et al. (1997) com duas variedades de batata mostrou que o cultivo
isolado de 1 explante por frasco e o co-cultivo de 5 explantes por frasco apresentou positiva
diferenca nas duas primeiras semanas e nao diferiu mais apds quatro semanas de avaliacdo.

Conclui-se que apesar dos resultados com C. antisyphiliticus terem
mostrado que na maioria dos parametros avaliados nao houve diferenca estatistica entre os
explantes cultivados de modo isolado e os co-cultivados, é mais vantajoso estabelecer um
protocolo de multiplicagdo com co-cultivo dos explantes, pois isso otimiza o espaco na sala de
crescimento, reduz gastos com meios de cultura e reguladores e acelera o processo de

repicagem viabilizando a produc@o em escala a nivel de bio-fabrica.

5.7 Tipo de recipiente

O tipo de frasco e a quantidade de meio sdo varidveis que interferem
diretamente no crescimento e desenvolvimento das culturas, no entanto, ndo sdo amplamente
avaliadas em estudos de micropropagacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A influéncia do tipo de recipiente no desenvolvimento dos propagulos
foi avaliada aos 60 dias e o frasco tipo pote apresentou os melhores resultados quanto ao
nimero de gemas (4,80) e altura das brotagdes (1,51) quando comparado ao frasco tipo cubeta
(Tabela 8). Esses dados corroboram com os estudos realizados com Pfaffia glomerata que
mostram ser os recipientes grandes (25cm e @2cm) mais adequados para o crescimento em
biomassa do que frascos menores (15cm e @2,5cm) (NICOLOSO e ERIG, 2002).

Em relacio ao numero de brotos, porcentagem de calos e de
sobrevivéncia, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tipos de frascos avaliados.
Apesar da ndo observancia de diferencas estatisticas entre os tratamentos, os propagulos
desenvolvidos em frasco tipo pote obtiveram valores superiores aqueles crescidos em cubetas,

alem disso se mostraram mais robustos (Tabela 8).
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Tabela 8: Efeito do tipo do recipiente na porcentagem de calos e de sobrevivéncia, no nimero

de gemas e brotos e na altura da brotacao aos 60 dias, UNAERP, Ribeirdao Preto — SP, 2010.

Tipo do frasco % calos % sobrev. n°gema n°’broto Altura brotacao
Pote 53,33a 100,00a 4,80a 1,27a 1,51a
Cubeta 73,33a 93,33a 1,60b 1,15a 0,46b
Ccv 18,23 8,45 8,84 10,28 18,15

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

O sucesso do cultivo em recipiente do tipo pote pode estar relacionado
ao fato do frasco apresentar maior drea para a planta crescer, além disso, hd uma maior
disponibilidade de ar o que pode intensificar as reacOes de fotossintese, permitindo assim
maior desenvolvimento das plantas cultivadas nesses recipientes.

Assim, conclui-se que o recipiente tipo pote é o indicado para o cultivo

in vitro de explantes de C. antisyphiliticus.

5.8 Posicao da gema

Em funcdo da totipoténcia, teoricamente, qualquer tecido vegetal, pode
ser usado como explante para iniciar a micropropagacdo. No entanto, na pratica procura-se
utilizar explantes com maior propor¢cdo de tecido meristematico ou que tenham maior
capacidade de expressar a totipoténcia. Para a propagacao in vitro os explantes mais indicados
sdo apices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados, por terem crescimento vegetativo
determinado e apresentarem capacidade de se desenvolverem normalmente quando supridas
suas necessidades nutricionais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os experimentos com gema apical e axilar basal de C. antisyphiliticus

avaliados aos 60 dias apresentaram diferenca estatistica em relacdo a porcentagem de
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sobrevivéncia, nimero de gemas, altura da brotacdo e taxa de multiplicacdo (Tabela 9).
Respostas semelhantes foram encontradas em estudo realizado com Passiflora edulis, cujos os
explantes advindos da gema apical ou das proximidades desta apresentaram melhores
respostas, do que aqueles oriundos da gema basal ou mais proximos da mesma
(ALEXANDRE et al., 2008), e em estudo realizado com Cordia verbenacea cuja a gema
apical originou maior nimero de gemas (2,6) e maior comprimento (10,5 mm) (LAMEIRA e
PINTO, 2006). Outros estudos mostram resultados diferentes, ou seja, os segmentos nodais
foram os explantes que apresentaram melhores resultados (PINTO et al., 1994; NOLETO e
SILVEIRA, 2004; NICOLOSO e ERIG, 2002; PAIVA e ALOUFA, 2009; GONCALVES et
al., 2010).

Tabela 9: Efeito da posicdo da gema apical e basal na porcentagem de calos e de
sobvrevivénvia, no nimero de gemas e brotos, na altura da brotacdo e na taxa de multiplica¢ao

aos 30 dias, UNAERP, Ribeirio Preto — SP, 2010.

Posicao da % % n°’ n°’ Altura Taxa de
gema calos sobreyv. gema broto brotacao multiplicacio
Apical 60,00a 100,00a 2.23a 1,20a 0,72a 2,70a
Basal 53,33a 76,67b 1,27b 1,27a 0,31b 1,69b
CvV 47,24 9,24 21,03 14,95 19,61 7,08

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott Knott.

Conclui-se com esse experimento que a gema apical é o explante mais

indicado para intensificar a multiplicacdo in vitro de C. antisyphiliticus.
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5.9 Enraizamento in vitro

Um dos fatores mais limitantes no processo de micropropagacdo de
plantas do Cerrado € a indugdo de raizes adventicias (KAJIKI e SHEPHERD, 2006; MORAES
et al., 2007). O sucesso no enraizamento depende de vdrios fatores entre eles, da vitalidade das
partes aéreas provenientes da fase de multiplicacdo, dos niveis de auxina enddgena, da
concentracdo de auxina exdgena e do tempo de exposi¢do dos explantes a mesma, da presenca
de substancias como carvao ativado que diminuem a liberagdo de compostos fendlicos, além
de condi¢des ambientais entre outros inimeros fatores (ASSIS e TEIXEIRA, 1998; SOUZA et
al.,, 2004; MORAES et al., 2007; SOUZA et al., 2007). De modo geral plantas herbaceas
enraizam com maior facilidade quando comparadas com as espécies lenhosas (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

As auxinas ANA e AIB sdo as mais utilizadas nos trabalhos de
enraizamento in vitro devido a estabilidade em relacao a outros fitorreguladores, a exemplo do
AIA (ASSIS e TEIXIERA, 1998; SOUZA et al., 2007) e a rizogénese varia de acordo com a
espécie estudada (ASSIS e TEIXIERA, 1998).

O fitorregulador AIB foi a auxina escolhida para o desenvolvimento do
experimento de enraizamento in vitro de C. antisyphiliticus em funcdo da realizacdo de
experimentos prévios com ANA e AIB (dados ndo mostrados) e por este udltimo ter
apresentado resultados superiores quanto ao enraizamento.

O meio MS basal sem fitorregulador produziu a maior porcentagem de
enraizamento (80,0%) e a exposi¢ao das microestacas de C. antisyphiliticus a 1 uM de AIB
por dez dias foi o tratamento que promoveu maior nimero de raizes (1,75) (Tabela 10).
Apesar de ter ocorrido enraizamento nas microestacas de C. antisyphiliticus o
desenvolvimento das raizes nao foi expressivo, sendo 0,30 cm o maior tamanho observado.

Resultado semelhante ao encontrado com C. antisyphiliticus foi
relatado por SOARES et al. (2007), que obtiveram baixa porcentagem de enraizamento in
vitro (20%) com microestacas de Hancornia speciosa, quando estas foram exposta por 15 dias

a meio suplementado com AIB (SOARES et al., 2007).
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Embora o presente trabalho ndo tenha apresentado bons resultados
quanto ao desenvolvimento de raizes de microestacas de C. antisyphiliticus expostas a
diferentes concentra¢des de auxina e variados tempos de exposi¢do, hd trabalhos que mostram
a efetividade desse procedimento no enraizamento de explantes in vitro, de outras espécies do
cerrado, a exemplo de Mandevilla illustris € Lychnophora pinaster quando as microestacas
destas permaneceram 15 dias na presenca da auxina ANA (SOUZA et al., 2004; 2009a) e
também com as microestacas de Jatropha elliptica, que na presen¢a de meio de cultura
suplementado com ANA, no tempo de exposi¢do de 5 dias, obtiveram resultados eficientes no
enraizamento (CAMPOS et al., 2007).

As microestacas de C. antisyphiliticus mantidas em contato com
diferentes concentragdes de AIB, além de terem apresentado uma resposta inferior ao controle,
quanto a porcentagem de enraizamento, mostraram-se amareladas com intensa formacdo de
calos e aspectos de senescéncia, revelando que em todas as concentragdes utilizadas houve
algum nivel de toxicidade, certamente em fungcdo dos explantes jia apresentarem elevada
concentracdo de auxina endégena (Figura 7). Varios trabalhos descritos na literatura relatam
também o enraizamento de explantes em meio de cultura sem a adi¢do de reguladores (DINIZ
et al., 2006; KAJIKI & SHEPHERD, 2006; LAMEIRA e PINTO, 2006; SOUZA et al., 2009a;
GONCALVES et al., 2010).
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Figura 7: Explantes de C. antisyphiliticus em meio MS, suplementado com AIB com

aparéncia amarelada com provével nivel téxico de auxina (A) e sem adicdo de reguladores

(B).
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Tabela 10: Efeito da adicao de IBA na porcentagem de enraizamento, nimero e tamanho das

raizes, UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2011

Dias
é Concentracao 5 10 15 30 CV%
“E" OuM AIB 80,00aA  80,00aA 80,00aA 80,00aA 0,00
s 1uM AIB 53,00bA  66,67bA 40,00bA 40,00bA 22,17
= 2uM AIB 33,33cB 6,67eC 33,33bB 46,67bA 16,69
S 4uM AIB 10,00dD  40,00cA 33,33bB 26,67¢cC 11,74
IS 6uM AIB 33,33cA 33,33dA 13,33¢cB 6,67dB 20,03
CV% 10,65 6,39 23,72 12,09
Dias
-5 _Concentracio 5 10 15 30 CV%
5 OuM AIB 1,08aA 1,08bA 1,08aA 1,08aA 0,00
’g 1uM AIB 1,00aB 1,75aA 1,00aB 1,00aB 10,53
= 2uM AIB I,11aA 0,67bA 1,33aA I,11aA 15,02
g 4uM AIB 0,67aA 1,00bA 1,00aA 0,78aA 19,76
Z 6uM AIB 1,00aA 1,00bA 0,67aA 0,33aA 19,29
CV% 27,00 25,93 36,21 48,19
N Dias
'§ Concentracao 5 10 15 30 CV%
< OuM AIB 0,21aA 0,21aA 0,21aA 0,21aA 0,00
'2 1uM AIB 0,19aB 0,30aA 0,10bB 0,15aB 23,04
= 2uM AIB 0,17aA 0,22aA 0,22aA 0,23aA 7,12
g 4uM AIB 0,15aA 0,15aA 0,12bA 0,12bA 6,87
= 6uM AIB 0,17aA 0,11aA 0,10bA 0,03cA 5,02
CV% 33,64 47,21 32,91 37,49
Considerando que had na literatura alguns estudos mostrando

alternativas vidveis para estimular o crescimento de raizes produzidas in vitro, como a adi¢ao

de carvao ativo no meio (SILVA et al., 2008) e também uso de diferentes tipos de vedacao das

cubetas (SANTANA et al., 2008) recomenda-se que novos experimentos sejam realizados no

futuro com microestacas de C. antisyphiliticus visando otimizar a fase de enraizamento.

Diante do exposto acima, conclui-se que para o enraizamento in vitro
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da espécie de C. antisyphiliticus o meio de cultura sem adi¢cdo de reguladores é o mais

indicado para promover a inducao de raizes.

5.10 Aclimatacao

O processo de aclimatacdo de plantulas mantidas in vitro, é
considerada como uma fase critica e, em alguns casos, representa um fator limitante da
micropropagacdo. Plantulas produzidas in vitro, com ou sem raiz, sdo aclimatadas em casa de
vegetacdo. No entanto, a presenca de raizes € sempre desejavel por conferir vigor as plantulas,
além de contribuir para a superagdo do estresse ocasionado pela mudanga da condi¢do
heterotréfica para a autotréfica. Os principais fatores que interferem no processo de
aclimatizacdo sdo a umidade, a temperatura e o tipo de substrato utilizado (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998; SOUZA et al., 2004; MORAES et al., 2007).

A aclimatac¢do de microestacas de C. antisyphiliticus apresentou indice
de sobrevivéncia de 63,34% (Figura 8). O sucesso da aclimatacdo pode ser atribuido a
associacdo dos seguintes fatores: uso de solo de cerrado autoclavado e controle de temperatura
e umidade. Estes fatores certamente facilitaram a passagem da condi¢@o heterotréfica in vitro
para autotrofica ex vitro. Os propagulos que nao sobreviveram apresentaram proliferacdo de
fungos os quais podem ser de origem endofitica, uma vez que o ambiente em que foram
mantidos apresentava excelentes condi¢des fitossanitarias.

Muitos autores t€ém afirmado que o sucesso da fase de aclimatagao esta
diretamente relacionada a plantulas que apresentam raizes bem desenvolvidas in vitro
(SOUZA et al., 2004; SANTOS et al. 2006; BIONDO et al., 2007; SILVA et al., 2008;
SUNGKUMLONG e DEB, 2009) no entanto, mesmo sem a presenga de raizes nos propagulos
de C. antisyphiliticus a porcentagem de sobrevivéncia, ao processo de aclimatacdo, foi

elevada.
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Figura 8: Vaso coberto com saco de polietileno transparente e com recipiente de fornecimento

de 4gua foi didrio (A) e plantas de C. antisyphiliticus ap6s o processo de aclimatacao (B).

5. 11 Conservacao de germoplasma in vitro

A conservagdo de germoplasma in vitro € um método realizado a partir
de técnicas de cultura de tecidos, sob condicdes de crescimento lento, com objetivo de
preservar gendtipos em ambiente especial, protegidos de eventuais perdas, garantindo a
utilizacdo em curto, médio e longo prazo. Para isso sdo adicionados ao meio de cultura
substancias como manitol, prolina, glicerol e sacarose que aumentam o potencial osmético
(ASSIS e TEIXEIRA, 1998; PEREIRA et al., 2007b). Além dessas substancias a redugdo de
nutrientes e a temperatura (12-18°C) da sala de crescimento, induzem os explantes a
desacelerar seu crescimento (PEREIRA et al., 2007b; PAUNESCU, 2009).

Aos 150 dias nao houve diferengas estatisticas entre os tratamentos
quanto a altura de brota¢do. Em relacdo ao nimero de gema os melhores resultados foram

obtidos em meio de cultura contendo sacarose (1,44) (TO) e em meio suplementado com 2%
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sacarose + 4% manitol + 2mg. L! pantotenato de célcio sorbitol (1,33). Quanto ao

enraizamento este ultimo também foi o meio mais adequado (Tabela 11)

Tabela 11: Efeito da sacarose, manitol, sorbitol, espermidina e pantotenato de célcio sobre
crescimento minimo em explantes de C. antisyphiliticus mantidos in vitro em 15°C, aos 150

dias, UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2011.

Alt broto tam raiz
Tratamento (cm) N gema % enra (cm) N raiz
TO-MS + 2% sacarose 0,28a 1,44a 40,00c 0,22b 1,00b
T1-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol 0,37a 1,89b 20,00b 0,35¢ 1,33b
T2-MS + 2% sacarose + 4% manitol 0,34a 1,83b 0,00a 0,00a 0,00a
T3-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + * * * * *

2mg.L" pantotenato de célcio
T4-MS + 2% sacarose + 4% manitol + 0,38a 1,33a 5,00s 0,07a 0,67a
2mg. L' pantotenato de cdlcio

T5-MS +2% sacarose + 2mgL" * * * * *
espermidina

T6-MS + 2% sacarose + 4 mgL™ * * * * *
espermidina

CV% 19,60 6,20 0,00 34,11 54,43

Médias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem entre si estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste Scott Knott.

* Nao avaliados estatisticamente por morreram.

Explantes de C. antisyphiliticus mantidos em todos os tratamentos
apresentaram reduzida taxa de sobrevivéncia, sendo que no tratamento sorbitol e pantotenato
de célcio todos os explantes morreram em 30 dias.

Propagulos mantidos em ambiente de banco de
germoplasma apresentaram reduzido crescimento quando comparado aos mantidos em sala de
crescimento, entretanto os agentes osmoticos utilizados ndo foram eficientes para manter vivo

a maioria dos explantes. Estudos realizados in vitro com outras espécies, a exemplo de
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Mandevilla velutina (BIONDO et al., 2007) e Solanum tuberosum (FORTES e PEREIRA,
2001), utilizando agentes osmoéticos também apresentaram porcentagem de sobrevivéncia
inferior a cingiienta por cento.

Aos 60 dias a porcentagem de sobrevivéncia foi reduzida a mais da
metade na maioria dos tratamentos (Tabela 12). Aos 90 e 150 dias houve uma estabilizacido no
indice de sobrevivéncia nos tratamentos TO, T1, T2 e T3 (16,67 a 23,33%) e morte de todos os
individuos submetidos aos tratamentos T5 e T6. E possivel que a adicdo de espermidina no
meio tenha provocando intoxica¢ao e morte dos propagulos.

Novos estudos precisam ser desenvolvidos, no futuro, para que

propagulos de C. antisyphiliticus possam ser conservados em ambiente de germoplasma.

Tabela 12: Efeito da sacarose, manitol, sorbitol, espermidina e pantotenato de célcio sobre
crescimento minimo de explantes de C. antisyphiliticus mantidos in vitro em 15°C, aos 30, 60,

90 e 150 dias, UNAERP, Ribeirao Preto — SP, 2011.

% sobrevivéncia

Tratamento/dias 30 60 90 150
TO-MS + 2% sacarose 23,33¢  16,67b 16,67a 16,67a
T1-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol 43.33b  20,00b 20,00a 20,00a
T2-MS + 2% sacarose + 4% manitol 60,00a 26,67a 23,33a 23,33a
T3-MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + ngL'1 0,00d 0,00c 0,00b 0,00b
pantotenato de célcio

T4-MS + 2% sacarose + 4% manitol + ngL'1 70,00a  30,00a 23,332 23,33a
pantotenato de célcio

T5-MS +2% sacarose + 2mgL'1 espermidina 40,00b  13,33b 10,00b 0,00b
T6-MS + 2% sacarose + 4 mgL'1 espermidina. 40,00b 3,33¢c 3,33b 0,00b
CV% 24,69 40,49 46,07 38,67

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste
Scott-Knott 5%.
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6. CONCLUSOES

1. Sementes introduzidas in vitro apresentam dorméncia e baixa porcentagem de
germinagao

2. Explantes e propagulos desenvolvem-se melhor em meio de cultura menos nutritivo
(MS/2).

3. A multiplicagdo de explantes de C. antisyphiliticus € dependente de fitorregulador,
sendo as citocininas zeatina e BAP as mais indicadas;

4. A associacdo da auxina AIA e a citocinina BAP, nas concentracdes avaliadas nao
promoveu um balan¢o hormonal eficiente para intensificar o nimero de brotacdes;

5. Os explantes de C. antisyphiliticus além de apresentarem tolerancia ao co-cultivo in
Vvitro mostraram-se vigorosos;

6. Frascos maiores, que alocam maior volume de gases, promoveram maior
desenvolvimento e robustez dos explantes;

7. O balango hormonal adequado entre os tecidos da gema apical e a citocinina presente
no meio MS/2 mostrou que esse tipo de explante € o mais adequado para multiplicacao

in vitro;
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8. O elevado nivel de auxina endégena nos tecidos dos explantes de C. antisyphiliticus
isenta o uso de auxina ao meio de cultura para a inducao de raizes in vitro.

9. A aclimatagdo de explantes de C. antisyphiliticus é possivel sem a presenga de raizes
desenvolvidas in vitro.

10. Independente da presenca ou auséncia dos agentes osmaticos utilizados a maioria dos
propagulos ndo sobreviveram em ambiente de banco de germoplasma.

11. Em funcao dos resultados obtidos nos experimentos realizados in vitro com a utilizacao
de fitorreguladores € possivel compreender melhor que a arquitetura da espécie C.
antisyphiliticus que apresenta reduzida parte aérea e exuberancia do sistema radicular

esta diretamente relacionada ao balan¢o hormonal.
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Anexol
Composicao de sais e concentragio dos meios basais MS de Murashige & Skoog (1962), BS de Gamborg et al.
(1968) e WP de Lloyd et al. (1980).

Concentragdo dos Componentes para 1 Litro de Meio de Cultura
Componentes ‘ Meio MS | Meio B5 ‘ Meio WP
Macronutrientes (mg/L)
Ca (N03)24H20 - - 556
NH,; NO; 1,650 - 400
(NH,), SO, - 134 -
KNO; 1,900 2,500 2,500
CaCl,.H,O 440 150 96
MgS0O,.7H,O 370 250 300
KH,PO, 170 - 170
KCl - - -
NaQSO4 - - -
NaH,PO4.H,0 - 150 -
K>,S0,.4H,0 - - 990
Micronutrientes (mg/L)
MaS0,.4H,0 22,3 - -
MnSO,.H,O - 10 22,3
ZnS0,.7.H,0 8,6 2,0 8,6
H;BO; 6,2 3,0 6,2
KI 0,83 0,75 0,83
Na,Mo0,.H,O 0,25 0,25 -
CuS0,.5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 -
FeEDTA (mg/L)
Na,EDTA.2H,0 37,3 37,7
FeS0,.7H,0 27,8 27,8
Fex(SO4)3 - - -
Vitaminas e Aminodcidos (mg/L)
Acido nicotinico 0,5 1,0 0,5
Piridoxina.HC1 0,5 1,0 0,5
Tiamina.HCl 0,1 1,0 1,0
Glicina 2,0 - 2,0
Mio-inositol (mg/L)
Mio-inositol 100 | 100 100
Sacarose (g/L)

Sacarose 30 20 20*
pH 6,0 6,0 6,0
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