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INFLUENCIA DA CINETINA NA MULTIPLICACAO IN VITRO DE Handroanthus
impetiginosus Mattos

WESLEY PIRES FLAUSINO MAXIMO', BRENO REGIS SANTOS?, JOAO PAULO RODRIGUES
MARTINS?, SANDRO BARBOSA*, LUIZ ALBERTO BEIJO’, LUCIANO VILELA PAIVA®

RESUMO

O Ipé-roxo é uma espécie muito utilizada na paisagistica e como fonte de compostos com
propriedades farmacoldgicas. Com isso, tem intensificado sua exploragdo, ameagando a espécie de
extin¢do. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da cinetina durante a multiplicacdo in vitro de
Ipé-roxo visando obter mudas com qualidade fitossanitdria para utilizacdo em futuros programas de
revegetacdo. Segmentos nodais de 1 cm foram extraidos de plantas matrizes previamente estabelecidas
in vitro ap6s 60 dias de cultivo e utilizados como explantes. Esses foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura WPM suplementado com 10mg.L™" de 4cido citrico, 20g.L"
de sacarose e diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 pmol.L'l) de cinetina, sendo o
tratamento controle a auséncia deste regulador. O meio foi solidificado com 6g.L" de dgar e o pH
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos. Apds inoculacdo em
camara de fluxo laminar, o material foi mantido em sala de crescimento a 25+2°C, irradiancia de 35
pumol m™ %s™ e fotoperiodo de 12 horas. A avaliacio foi realizada 30 dias apés a inoculagio,
analisando o nimero médio de brotos, gemas e folhas por explante e comprimento médio do maior
broto. O delineamento experimental empregado foi em blocos casualizados (dias) composto de 4
repeti¢des por tratamento, sendo cada repeticio constituida por 6 tubos de ensaio. Verificou-se que a
cinetina exerce influéncia na multiplicacdo in vitro de Ipé-roxo, sendo que a concentragdo de 8,0
umol.L"" apresentou melhores resultados.
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INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro € caracterizado por apresentar grande biodiversidade vegetal, sendo
muitas espécies endémicas o que o torna uma das savanas mais ricas do mundo (MYERS et al., 2000).
Entretanto, esse elevado grau de endemismo estd ameacado de extin¢ao (Hot Spots) (MITTERMEIER
et al., 2005). Atualmente cerca de metade dos 2 milhdes de km? originais desse bioma foram ocupados
por pastagens cultivadas, culturas anuais e outros tipos de uso antrépico (KLINK & MACHADO,
2005).

Dentre essas espécies ameagadas destacam-se as do género Handroanthus por apresentarem
propriedades medicinais e ampla utilizacdo como planta ornamental (MACHADO et al, 2002). As
espécies de Handroanthus spp produzem metabdlitos secunddrios com propriedades farmacoldgicas
com ag¢do antiinflamatdria, analgésica, antibidtica e anti-neoplasica (ARAIjJ O et al, 2002). A
viabilidade de suas sementes € reduzida com o decorrer do tempo, o que dificulta o estabelecimento de
técnicas de cultivo, visando a producdo de mudas (CABRAL et al, 2003).

O cultivo in vitro, por meio da micropropagagdo, ¢ um método vidvel para multiplicacdo de
diversas espécies nativas, proporcionando a formagdo de populacdes de plantas homogéneas,
possibilitando a produc¢do de mudas com alta sanidade e vigor (SOUZA et al, 2007). Essa técnica
oferece vdrias vantagens, dentre elas a multiplicacdo de clones, propagacdo de espécies de interesse
econdmico, além de poder atuar na preservacdo de florestas e recuperagdo de 4reas degradadas
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(NEHRA et al, 2005) que consiste em uma agdo de grande importancia ambiental e socioeconomica
tornando-se necessdria em conseqiiéncia do mau uso dos recursos naturais (SOUZA & ALVES, 2003).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da cinetina durante a fase de
multiplicacdo in vitro de Ipé-roxo para a obten¢do de um maior nimero de plantas vidveis e de boa
qualidade em um menor intervalo de tempo, para que as mudas possam ser utilizadas em futuros
programas de revegetacéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi executado no Laboratério de Biotecnologia e Genética Vegetal da
Universidade Federal de Alfenas. Para o estabelecimento in vitro utilizou-se como explantes embrides
extraidos de sementes de Ipé-roxo coletadas no municipio de Alfenas-MG. A assepsia dos embrides
foi realizada utilizando hipoclorito de sédio 1% (v/v) de cloro ativo por 10 minutos e lavados com
dgua destilada autoclavada por trés vezes para remocdo do excesso da solucdo desinfestante. Apds a
desinfestacdo, os explantes foram inoculados em frascos de 600 ml contendo 30 ml de meio de cultura
Woody Plant Medium (WPM), (LLOYD & MCCOWN, 1981) com 50% da concentragdo original e
suplementado com 15g.L" de sacarose, 6g.L." de dgar e 1g.L”" de carvido ativado. O pH do meio foi
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos. A inoculacdo dos
explantes foi realizada em camara de fluxo laminar e o material vegetal mantido em sala de
crescimento a 254+2°C, irradiancia de 35 pmol m~ ’sle fotoperiodo de 12 horas, até a execugao do
procedimento experimental.

Segmentos nodais de 1 cm foram extraidos dessas plantas matrizes previamente estabelecidas
in vitro apds 60 dias de cultivo e utilizados como explantes. Esses foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura WPM suplementado com 10mg.L™" de 4cido citrico, 20g.L"
de sacarose e diferentes concentracdes (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 pmol.L’l) do regulador de crescimento
cinetina (KIN), sendo o tratamento controle a auséncia do regulador, totalizando 6 tratamentos. O
meio foi solidificado com 6g.L" de dgar e o pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120°C e 1
atm, durante 20 minutos. Apds inocula¢do em camara de fluxo laminar, o material foi mantido em sala
de crescimento a 25+2°C, irradiancia de 35 pmol m™*.s™' e fotoperiodo de 12 horas.

Analise Estatistica

A avaliag@o foi realizada 30 dias apds a inoculag@o e as varidveis analisadas foram: nimero
médio de brotos, gemas e folhas por explante e comprimento médio do maior broto. O delineamento
experimental empregado foi em blocos casualizados (dias) composto de 4 repeticdes por tratamento,
sendo cada repeti¢cdo constituida por 6 tubos de ensaio, totalizando 24 explantes por tratamento.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas com auxilio do
programa Sisvar (FERREIRA, 1999) utilizando regressao linear e o teste de Scott-knott.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se por meio dos resultados que as diferentes concentragdes de cinetina
influenciaram significativamente (p<0,05) apenas para o nimero médio de brotos e gemas, sendo o
comprimento médio do maior broto e nimero médio de folhas estatisticamente iguais. De acordo com
Brondani et al. (2009) os principais fatores que influenciam no sucesso da multiplicagdo in vitro estdo
relacionados ao tipo de citocinina e a concentracdo empregada auxiliando na inducdo de brotagdes e
proliferacdo de gemas axilares (RADMANN et al, 2009; VILLA et al, 2006).

Dentre as concentracdes de cinetina utilizadas, observou-se que a de 8,0 pmol.L'l apresentou
melhor resposta para aumento no nimero médio de brotos em explantes de Ipé-roxo. Entretanto, por
meio da derivacio da curva (Figura 1), pode-se observar que a concentracio de 6,5 umol.L seria a
mais indicada para a produ¢do de um maior nimero médio de brotagdes (4,73).
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Figura 1 - Numero de brotos em fun¢do da concentragdo de cinetina. UNIFAL-MG, Alfenas, 2010.
*Tratamento controle.

O numero de brotos pode estar atribuido ao estimulo a divisdo celular causada pelo
seccionamento de regides meristemdticas que possuem alta capacidade mitética, contribuindo assim
com o desenvolvimento de gemas adventicias (FRAGUAS et al, 2009). Chagas et al. (2004) afirmam
que a inducdo de brotacdes in vitro ocorre pelo desequilibrio hormonal induzido por uma concentragdo
adequada e balanceada de reguladores de crescimento adicionada ao meio.

O maior nimero médio de gemas também foi verificado quando foi utilizado 8,0 pmol.L" de
cinetina no meio de cultura, o qual obteve media de 10,83 gemas por explante. As outras
concentragdes apresentaram resultados inferiores a 9,87 gemas (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero médio de gemas em fun¢@o da concentragdo de cinetina suplementada no meio de
cultivo. Alfenas, UNIFAL-MG, 2010.

Concentracio de KIN (umol.L™") Numero de gemas*
controle 8.374 b
0,5 9.875a
1,0 7.333b
2,0 7.583b
4,0 8.791b
8,0 10.833 a

*Teste de Scott-Knott com significAncia de 5%, médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si.

De acordo com Pérez-Tornero et al. (2000) a utilizacdo de uma fonte de citocinina no meio de
multiplicacdo € indispensdvel para promover a superacdo da dominancia apical do explante e induzir a
proliferacdo de gemas axilares. Erig & Schuch (2005) afirmaram que a partir do nimero de gemas por
broto pode-se determinar a taxa de multiplicacdo, e assim obter maior nimero de mudas em tempo
reduzido.

Observou-se que o comprimento médio da maior brotagdo e nimero médio de folhas ndo
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos empregados. As maiores médias obtidas para
ambas as varidveis foram averiguadas quando o meio de cultivo foi suplementado com 0,5 umol.L"' de
cinetina e as menores com 1,0 umol.L"" do mesmo fitorregulador (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comprimento do maior broto e nimero de folhas a partir de diferentes concentracdes de
cinetina. UNIFAL-MG, Alfenas, 2010.

Concentragdo de cinetina Comprimento do maior broto Nuimero de folhas*
(umolL™") (cm)*
controle 3,46a 6,77a
0,5 3,98a 8,17a
1,0 2,69a 5,25a
2,0 3,10a 5,67a
4,0 3,22a 6,00a
8,0 3,72a 7,67a

*Significancia de 5%, médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente entre si.

As citocininas estimulam o crescimento pela expansdo celular mais do que pelo alongamento,
induzindo o desenvolvimento de partes aéreas pelo aumento na producdo de gemas e folhas.
Entretanto, de acordo com a literatura (STOYNOVA et al, 2004; TORRES et al, 1998) concentragdes
mais elevadas que a considerada 6tima deste regulador podem atuar inibindo esses efeitos, o que
prejudica a multiplicag@o e o crescimento da espécie.

Foi observada em todos os tratamentos a formacdo de calos na base dos explantes. Para
Bassan et al. (2006) a formacdo de calos na base do explante € muito comum em espécies lenhosas,
sendo considerada desfavordvel na micropropagacao. Erig & Schuch (2005) também relataram que a
formacgdo de calo na zona de enraizamento € indesejdvel, pois ela pode afetar a qualidade das raizes,
principalmente no que se refere a conexao vascular com a planta. Contudo, os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que a rizogénese das brotacdes ndo foi prejudicada com a ocorréncia de calos, pois
foi verificada a inducg@o direta de raizes na base das brotacdes de alguns explantes.

CONCLUSAO

A concentragdo 8,0 pmol.L" de cinetina promoveu a indugdo de um maior nimero médio de
brotagdes e gemas por explante de Ipé-roxo, o que pode ser ttil para a multiplicagdo dessa espécie e
utilizacdo de mudas em programas de recuperacdo de dreas degradas do Cerrado.
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