f////\ Scientia Amazonia, v. 9, n.4, CA11-CA16, 2020
@ Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org
ISSN:2238.1910

Ciéncias Agrarias
Nota Cientifica

Concentrag¢oes de benzylaminopurina e agentes gelificantes no cultivo
in vitro de pau-ferro
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Regina Barboza de Souza’

Resumo

Objetivou-se estabelecer uma metodologia de micropropagacdo de pau-ferro utilizando
concentracdes de benzylaminopurina (BAP) e agentes gelificantes. As sementes foram
coletadas e beneficiadas no Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal Goiano-
Campus Urutai. Por meio de avaliacdo visual foram divididas em trés tamanhos:
pegueno, médio e grande e obtiveram-se dados de massa e di@metro. Para o cultivo in
vitro as sementes passaram por pré-lavagem com detergente e dgua, e foram
submetidas & quebra de dorméncia tegumentar, utilizando dcido sulfurico (H2SOu4).
Realizou-se a desinfestacdo com detergente e posterior imersdo em dlcool etilico 70% por
5 minutos. Em sequéncia foram imersas em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5% por 30
minutos, seguidas por 3 lavagens com dgua. A inoculacdo das sementes foi realizada em
meio MS 50,0% suplementado acrescidos de BAP nas concentracdes (0,0; 0,3; 0,6; 0,9; e
1,2 mg L) associados & diferentes agentes gelificantes (dgar ou phytagel). Apds
inoculacdo, as sementes foram colocadas em ambiente de meia luz por 24 horas para
inducdo de germinacdo, em T° de 29°C + 2°C, e logo apds em sala de crescimento e
luminosidade com fotoperiodo de 16 horas de 40 pmol m2 s'. Foram analisados:
porcentagem de germinacgdo; indice de contaminacdo e oxidacdo, nUmero de par de
folhas; altura da planta; comprimento da raiz principal; massa fresca e seca da planta.
Constatou diferencas entre os tamanhos das sementes de pau-ferro e ndo houve efeito
significativo entre dgar e phytagel para o nimero de par de folhas; altura; comprimento
da raiz principal e massa seca.

Palavras-Chave: Caesalpinia paraguariensis, micropropagacdo, meio de cultura.

Concentrations of benzylaminopurine, and gelling agents in vitro culture of pau-ferro. The
objective was to establish a methodology for micropropagation of ironwood using
concentrations of benzylaminopurine (BAP) and gelling agents. The seeds were collected
and processed at the Biotechnology Laboratory of the Instituto Federal Goiano-Campus
Urutai. Through visual evaluation, they were divided into three sizes: small, medium and
large, and mass and diameter data were obtained. For in vitro cultivation, the seeds were
pre-washed with detergent and water, and were subjected to break of infegumentary
dormancy, using sulfuric acid (H2504). Disinfestation with detergent and subsequent
immersion in 70% ethyl alcohol was carried out for 5 minutes. Then, they were immersed in
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sodium hypochlorite (NaClO) at 2.5% for 30 minutes, followed by 3 washes with water.
Seed inoculation was performed in 50.0% supplemented MS medium plus BAP in
concentrations (0.0; 0.3; 0.6; 0.9; and 1.2 mg L) associated with different gelling agents
(agar or phytagel). After inoculation, the seeds were placed in a half-light environment for
24 hours for germination induction, in T° of 29°C + 2°C, and immediately afterwards in a
growth and light room with a 16-hour photoperiod of 40 pmol m2 s, The following were
analyzed: percentage of germination; contamination and oxidation index, number of
leaves pair; plant height; main root length; fresh and dry mass of the plant. It found
differences between the sizes of ironwood seeds and there was no significant effect
between agar and phytagel for the number of leaves; height; main root length and dry

MAass.

Keywords: Caesalpinia paraguariensis, micropropagation, culture medium.

1. Introdugao

A cultura de tecidos apresenta o
objetivo de fornecer uma alternativa de
manipulacdo de plantas em nivel
molecular. Esta possui uma importéncia
pratica as dreas agricolas, florestais e
cientificas bdsicas, como a biologia de

plantas, sendo, portanto, umas das
técnicas mais polivalentes (QUISEN;
ANGELO, 2008).

Dentre as vdrias aplicacdes da
cultura de tecidos esta a

micropropagacdo que é considerada a
mais ufilizada e de maior impacto. No
setor florestal, tem sido empregada
devido 4 possibiidade de propagar
gendtipos-elite os quais sdo selecionados
sem a perda da drvore matriz,
rejuvenescimento e apoio a programas
de melhoramento genético (WENDLING;
DUTRA, 2017). Na micropropagacdo
segmentos de plantas (gemas, dpices
caulinares, meristemas, fragmentos de

folhas e raizes) sdo cullivados em
ambiente asséptico (laboratério) em
frascos especificos contendo meio

nutritivo adequado proporcionando d
obtencdo de mihares de plantas
idénticas a planta mde (ULISSES et al.,
2010).

O sucesso da micropropagacdo de
plantas & influenciado por diversos
fatores, como por exemplo, 0 meio
nutritivo. O meio nutritivo € composto por
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diversas substdncias, denfre elas o0s
reguladores de crescimento, como as
citocininas que apresentam funcdo de
inducdo da divisdo celular em tecidos
vegetais. Portanto, estas sdo relevantes
para formacdo de orgdos,
especialmente, 0s aéreos. A
benzylaminopurina (BAP) corresponde a
uma citocinina sintética utilizada na
multiplicacdo in vifro (LUCAS et al., 2007).
Os meios nutritivos podem ser
liquidos ou sdélidos. Os meios sdlidos e
semi-solidos, sdo solidificados com dagar,
um polissacarideo extraido de algas
marinhas. Altas concentracdes de dgar,
OuU meios mais consistentes podem limitar
a difusdo de nutrientes até o explante. As
gomas do tipo ‘gelan’, produzidas por
certas bactérias e comercializadas com
o0 nome de phytagel, também solidificam
O meio. Estas sGo mais transparentes,
atéoxicas e resistem 4 degradacdo
enzimdtica (CALDAS et al., 1998).
Diversos estudos tém sido realizados
com o intuito de obter um meio nutritivo
que apresente as subst@ncias com
concenfracdes ideais que favorecam a
germinacdo e o desenvolvimento em
plantas cultivadas in vifro. Sabe-se que
cada espécie responde de um modo
diferenfe a um meio. Assim, forna-se
necessdrio a avaliacdo destes na
espécie de interesse. Nesse contexto,
objetivou-se estabelecer um protocolo
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de micropropagacdo de pau-ferro
(Caesalpinia paraguariensis (D. Parodi)
Burkart) por meio da germinacdo e
desenvolvimento de plantulas in vifro,
observando a resposta desta espécie
submetida a diferentes concentracdoes
de benzylaminopurina e  agentes
gelificantes (dgar ou phytagel).

2. Material e Métodos
2.1 Coleta das sementes

As sementes foram coletadas de
plantas matrizes com bom aspecto
fitossanitdrio e de ocorréncia natural
localizadas no municipio de lpameri-GO.
Apss a coleta dos frutos foi realizada a
extracdo das sementes e selecionaram-
se as que estivessem livres de impurezas
e que ndo apresentassem ataques de
pragas e doencas. Posteriormente, foram
armazenadas em sacos de papel Kraft
pelo periodo de doze meses.

2.2 Caracterizagdo fisica das sementes

O levantamento da caracterizacdo
fisica foi realizado obtendo a massa (g),
por meio de balanca semianalitica de
precisdo (0,001 g), e os diGmetros (mm),
com o auxilio de um paguimetro digital.
As sementes foram divididas em trés
tamanhos: pequeno, médio e grande
por meio de avaliacdo visual, realizado
por trés avaliadoras treinadas. Desta
forma, obteve-se a massa média em
gramas de 50 sementes pequenas,
médias e grandes. Essa padronizacdo é
interessante, pois assim & possivel avaliar
se os tamanhos das sementes
influenciam no seu processo germinativo.
Além disso, ao verificar diferencas
significativas  entre  os  tamanhos é
possivel definir indices e protocolos para
cada tamanho.

2.3 Inoculagao, geminagdo e desenvolvimento in
vitro

As sementes passaram por pré-
lavagem com detergente e dagua,
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readlizadas na sala de preparo. Em sala
de fluxo laminar, foram submetidas &
quebra de dorméncia tegumentar,
utilizando dcido sulfurico (H2SO4) por 11
minutos. Apds a quebra de dorméncia
estas passaram por desinfestacdo com
detergente com posterior imersdo em
dlcool etilico 70% por 5 minutos. Logo
apods foram imersas em hipoclorito de
sodio (NaClO) a 2,5% por 30 minutos sob
constante agitacdo, seguidas por 3
lavagens com d&gua destiada e
autoclavada.

A inoculacdo das sementes foi
realizada em tubos de ensaio de 15 mm
X 25 mm, contendo 8 mL de meio bdsico
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade
da concentracdo de sais, acrescidos de
dcido naftalenoacético (ANA) a 0,25 mg
L-T; Inositol a 0,1 g L'; Thiamina a 1 mg L;
Acido mdlico a 1 mg L'; Carvédo ativado
al gl e Sacarose a 15 g L' . Ainda,
foram acrescidas diferentes
concentracdes de BAP associados &
dgar a 3,5 g L' ou phytagel a 1,8 g L
(Tabela 1).

O ensaio foi readlzado em
delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2x5, sendo dois
gelificantes (dgar e phytagel) e cinco
concenfracdées de BAP (Tabela 1).
Inoculou-se uma semente de pau-ferro
em cada fubo de ensaio, repetido 15
vezes por fratamento, totalizando 150
tubos inoculados.

O ensaio foi conduzido no
laboratério em ambiente com utilizacdo
de luz indireta por 24 horas para inducdo
de germinacdo, em temperatura de
25°C + 2°C. Em seguida, as sementes
germinadas foram estabelecidas em
temperatura de 29°C+ 2°C e
luminosidade de 40 micro Mols, de 40 W,
fornecidas por lGmpadas fluorescentes,
luz do dia, com fotoperiodo de 16 horas.
O pH foi gjustado para 5,6 + 2 antes da
esterilizacdo a 1,5 atm, a 120°C por 20
minutos.
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Tabela 1 - Tratfamentos avaliados, Urutai-GO,
2020
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Conc. de BAP
(mg L)

Gelificantes

0.0
0.3
0.6
0.9
1.2

Agar

0.0
0.3
0.6
0.9
1.2

Phytagel

2.4 Variaveis analisadas

As avadliacdes foram realizadas
diariamente com intuido de verificar a
taxa de entumescimento das sementes;
germinacdo; contfaminacdo; e
oxidacdo. Aos 47 dias apds a inoculacdo
foi realizada leitura para obtencdo dos
dados finais: porcentagem de
germinacdo; indice de contaminacdo e
oxidacdo; nUmero de par de folhas;
altura da planta (cm); comprimento da
raiz principal (cm); massa fresca e seca
(g) da planta incluindo parte aérea mais
a raiz.

Os dados obtidos das varidveis
analisadas foram submetidos a andlise
de variGncia (p<0,05) e, quando
significativos, foram feitos o teste de
comparacdo de médias Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas
foram realizas por meio do Software
SISVAR (FERREIRA, 2010).

3. Resultados e Discussao

Houve  diferencas  significativas
entre os famanhos das sementes de pau-
ferro. As sementes grandes distinguiram-
se do tamanho médio e peqgueno
apresentando maior diGmetro
longitudinal e transversal. Isso demonstra
que foi encontrado heterogeneidade
nas sementes de pau-ferro coletadas de
plantas localizadas no mesmo local de
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ocorréncia. Contudo, este efeito ndo foi
observado para a varidvel massa das
sementes (Tabela 2).

A avaliacdo do tamanho das
sementes € importante, j& que segundo
Carvalho e Nakagawa (2000) sementes
que apresentam tamanhos e densidade

maiores normalmente apresentam
embrides bem formados e com
quantfidades de reservas superiores,

sendo, portanto, mais vigorosas.

Tabela 2 - Valores médios de diGmetro
longitudinal (DL), dié@metro fransversal (DT),
massa de sementes (M), referentes a
caracterizacdo fisica de 50 sementes de
tamanhos, pequeno, médio e grande,
provenientes de Caesalpinia paraguariensis,
coletadas na regido de Ipameri-GO. Urutai-
GO, 2020.

Tamanho DL DT M
Pequeno 7.23¢c 557 ¢ 0,02 a
Médio 7.65b 558Db 0.09 a
Grande 7.71a 5,63 a 0,09 a
Média Geral 7,53 5,59 0,09
*Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Aos cinco dias apds a inoculacdo
constata-se que nenhum dos
tfratamentos apresentava contaminacdo
por fungo ou bactéria, assim como ndo
demonstrava oxidacdo no meio de
cultura. Nesse mesmo periodo, todas as
sementes demonstravam
enfumescimento. O entumescimento da
semente até a emissdo da radicula
consiste-se nas primeiras manifestacoes
da germinacdo (ROSA et al., 2005).

Neste periodo, o valor médio de
germinacdo (10,80%) dos tratamentos
em que se Uufilizou o agar diferiu-se do
phytagel (1,40%). O d&gar constitui-se
como o agente gelificante mais utilizado
em meios de cultura para fecidos
vegetais desde que foi introduzido, ha
mais de 100 anos. Dentre suas vantagens
estdo a sua alta estabilidade, clareza e
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resisténcia ao metabolismo durante o
periodo de cultivo (JAIN; BABBAR, 2002).

Apesar disso, essa diferenca entre
0s agentes gelificantes ndo foi verificada
no décimo dia para a germinacdo. Este
resultado €& interessante j& que
demonstra que independente do
gelificante os indices de germinacdo
ndo se distinguem. Desta forma, o agar
pode ser suprido pelo phytagel no cultivo
in vitro de pau-ferro. Segundo Babbar et
al. (2005) a substituicGo do dagar por
outros polissacarideos como o phytagel
melhoram a producdo de brotos e reduz
os custos da micropropagacdo em até
90%.

Averiguou-se que apds os 10 dias
da inoculacdo (Figura 1), os indices de
oxidacdo e contaminacdo
permaneceram 0s mesmos que Nhas
primeiras leituras (0,0%). Este resultado é

importante, levando em conta que
quando hd contaminacdo oS
microrganismos competem com  0s

explantes pelos nufrientes do meio de

cultura.  Ainda, elimina no meio
metabolitos tdxicos, o que pode
ocasionar a morte da pldantula (PEREIRA
et al., 2003).

O indice de entumescimento foi de
100% em todos os tratamentos avaliados
no 10° dia e a germinacdo (Figura 1)
iniciou-se no 4° dia apds a inoculacdo se
estendendo até o 25° com pico aos 10
dias.

As concentfracdes de
benzylaminopurina aos 10 dias da
inoculacdo demonstraram efeito

significativo quando se utilizou o dagar,
sendo que ao derivar a equacdo (y =
31,746x2 - 29,429x + 21,714) obteve-se
maior germinacdo com o uso de 0,46 mg
L' de BAP (Figura 2).

A contaminacdo por
microrganismos (fungos; e bactérias)
(Figura 3) foi observada aos 12 dias apos
a inoculacdo havendo somente um fubo
contaminado por fungo com o©
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tratamento adgar+0,9 mg L' de BAP e um
tubo contaminado por  bactéria
(phytagel+0,6 mg L'). Esses indices de
contaminacdo permaneceram 0s
mesmos até o final do experimento.

Figura 1 - Inicio da germinacdo das sementes
de pau- ferro (Caesalpinia paraguariensis).
Urutai-GO, 2020.

y =31.746x%- 29.429x+21,714: R* = 0.8628
*

Germinagao (%)

0 0.2 0.4 0,6 0,8 1 1.2

Concentracdes de benzylaminopurina (mg L)
Figura 2 - Germinacdo de sementes de
Caesalpinia paraguariensis com o uso do
gelificante dgar no meio nutritivo. Urutai-GO,
2020.
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(A)

Figura 3 - Sementes de Caesalpinia
paraguariensis  inoculadas in  vifro com
contamina¢do por fungo (A); e

contaminagdo por bactéria (B).

A formacdo de gemas apicais foi
independente da utilizacdo de
benzylaminopurina. Com a utilizacdo do
dgar ndo houve distincdo entre as
concentracdes de BAP para niumero de
par de folhas que apresentou valor
médio igual a 4,0. Em confrapartida, o
uso de phytagel associado  as
concentracdes de BAP demonstrou que
a utlizacdo de 0,39 mg L' de BAP
garante maior nimero de par de folhas
(Figura 4). De acordo com Carvalho et
al. (2006) o tipo de citocinina, bem como
sua concentracdo é importante para
que haja um bom desenvolvimento da
multiplicacdo in vitro.

Além  disso, quando
qguantidade de folhas é importante,
principalmente porque esta é
considerada um 6érgdo fonte, sendo
responsavel pela producdo de
assimilados a partir da fotossintese. Os

a maior
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assimilados podem ser usados como
fonte energética da planta por meio da
respiracdo e podem ser fransportados e
armazenados  temporariomente  em
orgdos de reserva ou nos drenos,
representados pelas raizes, meristemas e
frutos das plantas (DUARTE; PEIL, 2010).

y = 1.5873x?- 1,2381x+4,0857:R*= 0.8571
5 *
£ //
T4 — & | ®
R (B)
=3
=
-
22
o
5]
£1
z.
0 + v
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1,2
Concentragdes de benzylaminopurina (mg L)

Figura 4. NUmero de par de folhas de
Caesalpinia paraguariensis com o uso do
gelificante phytagel no meio nutritivo. Urutai-
GO, 2020.

O nUumero de par de folhas, altura,
comprimento da raiz principal e massa
seca n&o apresentaram efeito
significativo enfre os dois gelificantes
utilizados. J& para massa fresca o
phytagel evidenciou média superior (0,49
g) ao dgar (0,35 g).

A altura ndo diferiu entre as
concenfracdes de BAP tanto com o uso
de dgar que obteve valor médio de 6,94
cm quanto para phytagel (7,52 cm). O
mesmo foi obtido para comprimento da
raiz principal cujos valores foram 6,7 cm
(dgar) e 6,58 cm (phytagel).

O uso das concentracdes de BAP
combinado ao d&gar ndo exibiu efeito
significativo  para  massa  fresca.  As
médias apresentadas pelos tratamentos
foram: 0,47 g (0,L0mg L'); 0,24 g (0,3 mg L-
1);0,43g (0,6 mgL');0259g (0.9 mglL') e
0,38 g (1.2 mg L'). A equacdo (y
0,1984x2 + 0,1681x + 0,4963) indicou que o
uso de phytagel com a concentracdo
0,42 mg L' favoreceu maior massa
fresca.
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4. Conclusao

Houve heterogeneidade entre as
sementes de pau-ferro coletadas de
plantas matrizes de Ipameri-GO. Nao
foram constatadas diferencas entre o
uso de dagar e phytagel para germina-
cdo, nUmero de par de folhas, altura,
comprimento da raiz principal e massa
seca total da planta. A concentracdo
de 0,39 mg L' de BAP mais o phytagel
proporcionam maior niUmero de par de
folhas. A concenfracdo de 0,42 mg L
associado ao uso de phytagel favorece
maior nUmero de massa fresca.
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