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Resumo- Abarema cochliacarpos é uma leguminosa arbdrea nativa da Mata Atlantica com propriedades
medicinais e encontrando-se ameacada de extingdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento
in vitro de brotos sob diferentes meios de cultura adicionados ou ndo de reguladores de crescimento.
Segmentos nodais de aproximadamente 1,0 cm contendo uma gema (lateral ou apical) foram inoculados
isoladamente em tubos de ensaio contendo meio basico de Murashige & Skoog (MS) solidificado (agar 7%)
acrescidos ou nédo de cinetina (2,5 pM e 5 pM) ou GA; (2,5 pM e 5 pM) e meio WPM solidificado sem
reguladores. Avaliou-se quinzenalmente os explantes quanto: porcentagem, comprimento de brotos,
formacao de calos e de raizes. As culturas foram mantidas em sala de cultivo com temperatura de 25+2°C e
fotoperiodo de 16h. Os resultados obtidos apontam que 0 meio MSO e MS+2,5uM cinetina € o mais indicado

para a multiplicacédo da cultura.
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Introducéo

Abarema cochliacarpos (Leguminosae -
mimosoideae) é uma planta medicinal nativa
brasileira encontrada na Mata Atlantica que
apresenta porte arboreo, atingindo até 8 metros de
altura. Devido sua vulnerabilidade, € necessario
criar meios alternativos para obtencdo matéria
prima que ndo envolvem o extrativismo.

Popularmente conhecida como “barbatiméo”, o
cha preparado com a casca do caule é utilizada
em diferentes regides do Brasil como cicatrizante,
antiinflamatério, no combate a leucorréias,
blenorragias e processos infecciosos epidérmicos
(SILVA et al.,, 2005). Em laboratério, diversas
atividades biologicas foram comprovadas, dentre
elas cicatrizante, antiulcerogénica e analgésica
(SILVA et al, 2009).

A cultura de células vegetais pode ser definida
como a inducao e proliferacdo de células a partir
de uma parte vegetal isolada (explante), cultivadas
de maneira asséptica em um meio com
composicao definida contendo substancias
nutritivas e reguladoras do crescimento vegetal, e
mantida sob condigces ambientais controladas
(Torres et al., 1998).

As técnicas de cultura in vitro possibilitam a
selecdo das linhagens vegetais mais aptas as
condicbes locais de cultivo, podendo ainda
contribuir para a diminuicdo do extrativismo e,
conseglientemente, para a preservacdo de
determinadas espécies e ecossistemas (EVANS et
al.,, 1983) . O objetivo deste trabalho foi avaliar o

desenvolvimento in vitro de brotos sob diferentes
meios de cultura adicionados ou nao de
reguladores de crescimento.

Metodologia

Sementes de A. cochliacarpos foram coletadas
em individuos previamente demarcados
geograficamente e identificados com deposito de
exsicata em herbario (RB 365914).

Apbs desinfestacdo superficial, as sementes
foram introduzidas em tubos de ensaio contendo
meio de Murashige e Skoog (1962), sem
hormbénios (MS) suplementado com 30 g/L
sacarose e solidificado com 8 g/L agar, pH 5,8 + 1,
esterilizados em autoclave a 120° C e 1.1 Kgf/
cm?®. As plantulas desenvolvidas foram transferidas
para frascos contendo meio nutritivo para espécies
lenhosas (WPM), descrito por Lloyd e McCown
(1980) sem adicdo de reguladores de crescimento.

Para a obtencdo dos brotos, epicétilos de
plantulas com aproximadamente 1,0 cm cultivadas
em meio WPM sem hormonios, contendo ao
menos uma gema (lateral ou apical) foram
inoculados isoladamente em tubos de ensaio
contendo meio sélido (agar 7%) nas seguintes
composi¢des: MS+5uM  GA; (T1), MS+5uM
cinetina (T2), MS sem reguladores (tratamento
controle) (T3), WPM sem reguladores (T4). O
experimento foi inteiramente casualizado com
fatorial 4 X1 (quatro meios de cultura X 1 tipo de
explante), trés repeticbes e unidade experimental
constituida de 10 tubos/ 1 explante (n=30).
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Avaliaram-se  quinzenalmente 0s explantes
guanto: porcentagem, comprimento de brotos,
formacao de calos e de raizes. Foi realizado um
segundo  experimento devido a grande
porcentagem de calos formados, onde foi utilizada
a mesma cultura inicial. Segundo Grattapaglia e
Machado, (1990) é comum a formacgdo de calos
nesses explantes em meios com altas doses de
reguladores de crescimento. Para tentar controlar
a formacdo desses calos, todos os hormdnios
tiveram a concentracdo reduzida a metade da
dose inicial: MS+2,5uMGA; (T1’), MS+2,5uM
cinetina (T2").

As culturas foram mantidas em sala de cultivo
com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16h.
Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de varidncia (ANOVA) e a comparacdo entre as
médias foi realizada com teste de Tukey com nivel
de fidelidade de 5%.

Resultados

O primeiro experimento realizado foi obtido
apos 26 semanas de cultivo, no qual o tratamento
contendo 0 meio MS+5uM cinetina (T2) induziu na
producdo de brotos com maior comprimento,
sendo esta diferenca estatisticamente significativa
apenas quando comparada com aos tratamentos
sem reguladores de crescimento (MSO (T3) e
WPM (T4)) (Tabela 1).

Tabela 1 - tamanho médio (cm) dos brotos
submetidos aos diferentes tratamentos com
reguladores de crescimento in vitro.

Tamanho médio dos brotos

Semanas

Meios 4° 8° 120 16°  20°  26°
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porcentagens menores (Tabela 2). Todos os calos
formados localizavam-se na base do explante.

Tabela 2- Porcentagem de calos e raizes
formados ap06s 26 semanas de cultivo.

Tratamentos % Calos % Raiz (n)
T1 55,17 3,45 29
T2 86,21 13,79 29
T3 53,33 13,33 30
T4 44,44 11,11 9

O segundo experimento realizado foi obtido
apo6s 14 semanas de cultivo, e também obteve um
resultado semelhante ao primeiro experimento em
relaco ao maior comprimento dos brotos
contendo o meio MS+2,5uM cinetina (T2"), embora
esta tenha apresentado diferenca estatistica
significante quando comparada com o0 meio
MS+2,5uM GA; (T1") e WPM (T4) (Tabela 3).

Tabela 3 - Tamanho médio dos brotos (cm)
submetidos aos tratamentos com concentracdes
reduzidas dos reguladores de crescimento.

Tamanho médio dos bro tos

Semanas
Tratamentos 40 8° 12° 180*
T 0,62ab 0,63b 0,60b 0,56b
T2 0,76a 0,85a 0,88a 0,85a
T3 0,69ab 0,73ab 0,82ac 0,74ab
T4 0,53b 0,60b 0,62bc 0,73ab

T1 0,83ab 0,84a 0,71lab 0,80a 0,85ab 0,71ab
T2 098a 0,85a 0,83a 0,85a 0,92a 0,73a
T3 0,75ab 0,73ab 0,76ab 0,76ab 0,77ab 0,60b

T4 0,55b 0,50b 0,49b 0,51b 0,56b 0,59b

As médias seguidas por uma mesma letra mindscula ndo
diferem estatisticamente entre si ao nivel 5% de probabilidade
pelo teste Tukey entre os diferentes tratamentos na mesma
semana.

Com relacdo a formacdo de raizes, os
explantes cultivados no meio MS+5uM GA; (T1)
apresentaram a menor porcentagem de raizes
desenvolvidas (3,45%) comparadas com 0s
demais meios. Entretanto, os explantes mantidos
no meio MS + 5uM cinetina (T2) apresentaram
elevada porcentagem de formacdo de calos
(86,21%). A formacdo de calos também foi
observada nos demais tratamento, porém em

As médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel 5% de probabilidade pelo
teste Tukey entre os tratamentos na mesma semana.

Comparando os resultados de tamanho de
brotos obtidos ao final de 16 semanas no
tratamento com a maior concentracdo de
reguladores (Tabela 1) com aqueles obtidos apés
18 semanas de cultivo nos meios com a
concentracdo reduzida (Tabela 3), pode-se
observar que a reducdo da concentracdo néao
interferiu no desenvolvimento dos brotos. Ja a
reducdo da concentracdo de GA; ocasionou uma
diminuicAo do crescimento dos mesmos com
reducdo da média de comprimento de 0,80 para
0,56 cm.

Foi observada a formacédo de calos em todos
os tratamentos avaliados, em ambos o0s
experimentos. Os explantes cultivados no meio
MS + 2,5uM cinetina também apresentaram uma
reducdo da de formacéo de raizes e de calos em
relacdo ao primeiro experimento embora a
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formacdo de calos tenha continuado elevada
(70,0%) (Tabela 4)

Tabela 4 - Porcentagem de calos e raizes
formados ap6s 18 semanas de cultivo em meios
com concentracdo reduzida de reguladores de
crescimento.

Tratamentos % Calos % Raiz (n)
T 55,00 5,00 20
T2 70,00 7,50 40
T3 42,86 1429 35
T4 33,33 27,78 18

Em geral, tanto o primeiro experimento quanto
0 segundo experimento o meio contendo GA;
apresentou uma menor porcentagem de raizes
formadas em relac&o aos outros meios in cultivo.

Discussao

Kochba et al. (1974) citam que a presenca de
acido giberélico no meio de cultura proporciona a
iniciacdo de uma zona meristematica radicular
e/lou estimula o desenvolvimento de uma zona
radicular existente. Todavia, quando aplicado em
concentracdes elevadas, impede a formacdo de
raizes. Como observado neste trabalho, o meio
contendo GA; obteve uma menor formacdo de
raizes, quando comparados aos outros meios.
Deccetti (2000) relatou o efeito prejudicial do GA;
no desenvolvimento de brotagbes de Annona
glabra, além da ocorréncia de necrose apical e
abscisdo foliar. Possivelmente, as concentracdes
utilizadas foram elevadas para A. cochliacarpos o
gue prejudicou seu enraizamento, sendo o
conteddo endégeno do explante suficiente para
promover o enraizamento.

Segundo Santos (1998), elevadas
concentracdes de citocininas parecem interagir
com a quantidade de auxina enddgena do
explante, o que leva a formacdo de calos
provocando certa inibicdo no surgimento dos
brotos. Em concentracdes acima de 3,1 uM pode
aumentar a formacdo de calos e o rosetamento
das brotacdes em algumas espécies vegetais in
vitro (LASZLOFFY et al.,, 1992). As citocininas
influenciaram significativamente os processos de
controle da organogénese, preferencialmente na
formacgdo de raizes, porém estas respostas sao
reguladas mais pelo balanco entre citocinina/
auxina endoégena do que pela concentracdo
destas substancias no meio de cultura.

Conclusao
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Os resultados obtidos apontam que os meios
MSO0 e MS + 2,5uM cinetina sédo os mais indicado
para a multiplicacdo da cultura, pois apresenta os
melhores resultados quanto ao tamanho médio
dos brotos. No entanto, novos experimentos séo
necessarios visando identificar a concentragdo
ideal de citocininas e auxinas utlizadas para
promover a micropropagacao in vitro.
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