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Multiplicac&o in vitro de Tapirira guianensisAubl. (Anacardiaceae)

Ingrid Estefania Mancia de GutiégZ, Cristina Fereira NepomucerfpTecla dos Santos Silga
Priscila Tavares Fonseca Vania CelenéAlecrim Campo$Bruno Freitas MatosAlvin?,
Fernando dos Santos Carneirdara Marcia Sampaio Albuquergtielosé Raniere Ferreira de Santdna

RESUMO

Tapirira guianensigpossui grande relevancia medicinal, ecoldgica e socioecondmica, ocorrendo em todo o territo-
rio brasileiro. O objetivo deste estudo foi estabelecer e determinar as melhores condi¢8es para a sua muitiplicacéo
vitro. Os explantes, segmentos nodais, cotiledonares e epicétilos, oriundos de plantulas germiitealdsram
testados em concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e, ou, &cido naftalenoacético (ANA), em meio de cultura
WPM. As caracteristicas avaliadas foram a percentagem de explantes responsivos, o numero de brotos e de gemas, C
comprimento dos brotos e a matéria seca da parte aérea, aos 30 e 60 dias ap0s inoculacdo. Foi observado que
segmento cotiledonanas condi¢des deste estudo, foi o explante mais indicado para a multiplicacdo, ndo havendo
inducao de brotos adventicios nos epicotilos. O tratamento com 1,0 gy BAPna auséncia d&BNA é o mais
responsivo para a regeneracaordguianensis

Palavras-chave:lenhosa medicinal, propagagéaitro, regeneragéd@mrganogénese direta.

ABSTRACT

In vitro multiplication of Tapirira guianensisAubl. (Anacardiaceae)

Tapirira guianensiss of great medicinal, ecological and socio-economical importance occurring throughout the
Brazilian territory The objective of this study was to establish and determine the best conditions ifor the
vitro multiplication ofT. guianensisThe explants nodal, cotyledonary and epicotyl segments from seedlings germinated
in vitro were tested in diverse concentrations of 6-benzilaminopurine (BAP) and/or napthaleneacetic acid (NAA) in
medium WPM. The following parameters were evaluated: the percentage of responsive explants, the number of shoots
and buds, and the length of shoots and shoot dry mass at 30 and 60 days after inoculation. The cotyledonary segment,
under these conditions, is the most suitable explant for the multiplication, with no induction of adventitious buds in
epicotyl. The treatment with 1.0 mgLBAP in the absence of NAAs the most responsive to tfie guianensis
regeneration.

Key words: medicinal woodyin vitro propagation, regeneration, direcgjanogenesis.
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144 Ingrid Estefania Mancia de Gutiérretzal.

|NTRODUQAO to, inexistem estudos, na literatura, sobre a propagacao
. . . . vegetativa em espécies digpirira. Por esse motivo, 0
Tapirira gw_anensmAubI. (A”acard'ace.a.‘?)' pO,pular gresente trabalho objetivou avaliar a indugcéo de brotos
mente cpnhemda como p.au?po.mPo ou CI[?IUVG'I, € UMma alyyenticios em explantes de plantulas assépticds de
\Iggre ljatlva, com ampIaNdlstrlbuK;ao no pais (Silva-Luz 8guianensis obtidasin vitro.
irani, 2010)A populacdo emprega suas cascas e folhas
para fins ritualisticos (Almeidet al, 2007) e em préticas MATERIAL E METODOS
caseiras da medicina popylpara tratar problemas de
pele (Souza & Felfili, 2006). Obtencéo de explantes a partir de sementes
Extratos de folhas, sementes e cascas gi@ianensis Os frutos maduros dE guianensigoram coletados,
apresentaram atividade citotoxica, sendo promissor o us® marco de 2009, no municipio de Mata de S&o Jo&o,
contra diversas linhagens de células tumorais (Detvid Bahia. Os frutos foram levados para o Laboratério de
al., 1998 Tayloret al, 2006; Mahmoudt al, 2011). Além  Cultura deTecidosVegetais, da Universidade Estadual
dessa, a atividade vitro antileishmaniose, antimalérica, de Feira de Santana, onde foram selecionados, sendo des-
antibacteriana e antifungica foram detectadas, para subartados os que continham qualquer rasura no seu
tancias isoladas do extrato cloroformico das suas casescarpo. Os frutos integros foram lavados abundante-
(Roumyet al,, 2009). mente em agua corrente e detergente, sendo o ultimo
A espécie normalmente é empregada no reflorestamemxague realizado com agua destilada; em seguida, foram
to de areas degradadas, principalmente de locais Umidiesinfestados em camara de fluxo lamiparimersdo em
(Lorenzi, 1992), gracas a facil adaptagéo a esse ambiegetanol, a 70%, durante trés minutos; em solucéo de cloro
e a producéo de frutos, que séo altamente apreciadwiso, a 2,5%, contendo cinco gotas de detergente neu-
pelafauna (Lenza & Oliveira, 2005). Sua madé@a apli-  tro, por 30 minutos e, por fim, lavadas sucessivas vezes
cacaona construgcdo e obtencdo de energia (Cunhaein agua estéril. Em seguida, foi realizado o despolpamento
Albugquerque, 2006), o que torna a planta uma fonte altefes frutos, em placas de Petri, na auséncia de dgua, com o
nativa de renda para as comunidades. Esse elevado guxilio de pinca e bistuss sementes foram desinfestadas
tencial madeireiro d& guianensi$az com que o vegetal em etanol, a 70%, durante um minuto; em solucéo de cloro
esteja listado na Portaria n® 67, no qual é estabelecidativo a 2,5%, por 15 minutos, seguidas de sucessivas la-
preco minimo para a comercializagéo dos produtamgens em agua estéril. Dez sementes foram, entéo, ino-
advindos de sua madeira (&£ 2011). culadas em placas de Petri, contendo pggmhitesipre-
Nesse contexto, a Cultura decidosVegetais, por viamente esterilizado e umedecido com agua estéril, e fe-
micropropagacdo ou propagad@iovitro, apresenta-se chadas com filme de polivinilcloreto (PV@)0s 15 dias
como uma alternativa viavel para a producdo de mudas, inoculagdo, quando as primeiras raizes haviam sido
utilizadas em programas de reflorestamento ou plantéonitidas, as plantulas que n&o apresentaram contamina-
comercial da espécie, reduzindo a pressdo sobre areas microbiana foram transferidas para tubos de ensaio,
nativas, nas quais impera o extrativismo, além de se obtentendo meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980),
e atender as exigéncias das entidades certificadoras @eésnanecendo por mais 30 dias, até a coleta dos explantes.
necessidades dos produtores de mudas de qualidade. 5 .
Segundo George (2008), a técnica permite a multiplicagao Inducéo de brotos a partir de explantes
rapida de genétipos, selecionados por maior produtivida- Na multiplicag&dn vitro, trés tipos de explantes fo-
de, uniformidade e desempenho no campo, sendo uraan utilizados (segmento cotiledopgpicotilo e segmen-
importante ferramenta na propagacdo de mudas sadiaspodal), os quais foram inoculados em diferentes con-
em tempo e espaco fisico reduzidos. Diversas espéciesdstracdes de BA@®,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg')eANA
plantas medicinais tém sido micropropagadas com o i®,0; 0,25 e 0,50 mg1).
tuito de aumentar a producdo de metabdlitos de interes- O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
se, quer seja por estimulo quimico ou por manipulag&asualizado em esquema fatorial 3 x 5 x 3, totalizando 45
das condi¢des no microambiente da culiukairo (Moyo  tratamentos. Cada tratamento constou de seis repeticoes,
et al, 2011), a exemplo de algumas lenhosas, coneada uma constituida por quatro tubos de ensaio, cada
Ephedra poceraC.A. Mey, Syzygium catatumHochst. um dos quais contendo um explante.
eAquilaria hirtaRidl. (Parsaeimetlet al, 2010; Dewiet ApGs 30 e 60 dias da inoculacéo, foram avaliadas as
al., 2011; Hassaet al,, 2011). seguintes variaveis: niumero de brotos por explante, na-
Diante do grande potencial medicinal, ecoldgico mero de gemas do maior broto e comprimento da maior
socioecondmico d&. guianensisfaz-se necessario de- brotacdoA matéria seca da parte aérea e a percentagem
senvolver metodologias para a multiplicacéo eficientele explantes responsivos foram avaliadas apenas aos 60
conservagao e preservacéo desta esp&&ie momen- dias da inoculagao.
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Multiplicacaoin vitro de Tapirira guianensisAubl. (Anacardiaceae) 145

Condicbes de cultivo guianensisas sementes d&wietenia macrophyllKing

O meio de cultura utilizado para o estabelecimento@Presentaram taxa media de contaminacéo bacteriana de
multiplicagain vitro foi o WPM, solidificado com 0,6% 26.2% (Cout@tal, 2004). Geraimente, a fase de estabele-
deAgar (Himedia®) e suplementado com 3% de sacarosdmentoin vitro de lenhosas € influenciada pela contami-
O pH foi ajustado para 5,7 + 0,01 antes da esterilizacio 8&F30 de MICro-organismos endofiticos, ndo removidos
autoclave, a 121 °C, por 20 mifodas as culturas foram durante a desinfestacdo superficial do tecido (Harry &
incubadas em sala de cultura mantida a 60% de umidaPe: 1994)Ap0s os 30 dias de transferéncia das semen-
relativa, temperatura de 25 + 2 °C, sob fotoperiodo de 1635 96minadas para o meio de cultura, percebeu-se que
e uma densidade de fluxo de fotons dei6®I m? s 59,8% apresentavam crescimento normal, sendo estas
fornecido por lampadas fluorescentes brancas " plantulas utilizadas para fornecer explantes & etapa de

multiplicag&o.
Analise estatistica Na etapa de multiplicacéio vitro, observou-se que a

Os dados foram submetidos a andlise de variandfijeracao tripla, para todas as variaveis analisadas, aos 30
(ANOVA) e as médias estatisticas comparadas pelo te§t80 dias. foi significativa (p < 0,01 ou p < 0,05), exceto
de Scott-Knott, a 5% de significancia, para os fatord@ra numero de brotos e matéria seca da parte aérea ava-
qualitativos e ajustes, usando as equacdes de regredid@@s aos 60 dias, para cujos resultados houve
polinomial para os fatores quantitativésanalise foi re- Significancia (p <0,01) para a interacao dupla (concentra-

alizada com o software SI8R (Ferreira, 2008). géo de BAB_( CO”C?”Ya‘?";‘P d%N',A) (Tabelas 1 2).
EmT. guianensisido foi possivel observatiante dos

RESULTADOS E DISCUSSAO tratamenAto-s testados, o deserllciau.ieamento da~ capacidade
organogénica no explante epicétilo (dados ndo mostra-
Das 1.600 sementes deguianensisnoculadas em dos). Resultado semelhante foi observado para o
Placas de Petri e transferidas para tubos de ensaio, 39Hfocotilo deErythrina velutinawilld., em que o estimu-
apresentaram contaminacéo fangica e, ou, bacteriana. Gerhormonal com BAR, ouANA, n&o foi suficiente para
0 mesmo tempo de imersdo em hipoclorito p&ra favorecer a formacéo de bro{@ostaet al, 2010). Mui

Tabela 1.Resumo da andlise de variancia para percentagem de explantes responsivos (% ER), nimero de brotos (NB), nimero de
gemas do maior broto (NG), comprimento da parte aére®) (Cm) e matéria seca da parte aérea (MIRmg) de plantulas de

Tapirira guianensisadvindos de segmentos nodais, cotiledonares e epicétilos em diferentes concentracd¢8,6e®3H.,0; 1,5

e 2,0 mg Y) eANA (0,0; 0,25 e 0,50 mg1) em meio de culturd/PM aos 30 e 60 dias de inoculagdwitro

Quadrados médios aos 30 dias

F\/
GL NB N& apr

EXP (E) 1 0,3511258% 14,688980** 1,876802**
BAP (B) 4 13,448628** 24,206668** 2,332831*
ANA (A) 2 13,279042** 14,102417** 1,618260**
EXB 4 0,993095* 2,985136** 0,344117**
E XA 2 0,445902\s 1,520378' 0,098749°
B XA 8 4,993683** 7,345264* 0,556535**
E XB XA 8 0,831309* 1,811659** 0,265176**
Residuo 150 0,362654 0,648246 0,071485
CV (%) 41,75 39,19 48,67
AV Quadrados médios aos 60 dias

GL % ER¢ NB NG CR? MSR Y
EXP (E) 1 0,117447** 3,138961* 27,144500** 3,181361** 0,206843°
BAP (B) 4 0,062709** 14,794426** 24,803843** 2,918199** 9,302124**
ANA (A) 2 0,290121** 9,790144** 7,946351** 0,710791** 0,296038'
EXB 4 0,044669** 0,464629'S 1,8902465 0,264513° 0,549365°
E XA 2 0,015442s 0,752457s 3,956045* 0,40129%s 0,294962°
B XA 8 0,096957** 4,022554**  10,229870** 0,862850** 0,861789**
EXBXA 8 0,037246** 0,924982° 2,703607* 0,355168* 0,175036°
Residuo 150 0,008610 0,517422 1,149977 0,148294 0,252198
CV (%) 19,69 42,72 36,05 46,72 20,59

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste*FSignificativo a 5% de probabilidade pelo teste™N&o significativo a 5% de
probabilidade pelo teste F Dados transformados em arco-se/%; ¥ Dados transformados em (x +°%)Z Dados ndo transformados.
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146 Ingrid Estefania Mancia de Gutiérretzal.

tos fatores podem influenciar o processo de inducao Neste trabalho, percebeu-se a formacao de brotos
organogénica, como a concentracao e os tipos de regulas explantes d& guianensismesmona auséncia de
dores vegetais, a idade do explante, 0 gendtipo, as coméguladores vegetais (Figura 2), o mesmo sendo obser-
¢Oes fisicas do cultivo, a composicao e consisténcia dado pardniba rosaeodor®ucke (Jardinet al., 2010)
meio de cultura (Dobranszki & Silva, 2010). e Syzygium catatum(Dewir et al,, 2011). Todavia, estes

A taxa responsiva do explante segmento nodal apmesultados discordam dos obtidos para os segmentos
sentou um comportamento linear crescente, em funcé@omtwdais deMaclura tinctoria(L.) D. Don ex Steud. (Go-
aumento da concentracdo de BAdauséncia ddBNA, meset al, 2010) e déMyrica esculent®uch.-Ham. ex
podendo ser testadas concentracdes acima de 2,0 mdoL Don (Bhatt & Dhar2004)nos quais nao foi observa-
de BAP(Figura 1A). Para o segmento cotiledomarau- da a iniciagdo do processo morfogenético, em meio de
séncia e na menor concentracéo testadeNde ndo foi cultura ausente de reguladores. Essa maior capacidade
possivel o ajuste de uma equacéo significativa com signiorfogenética de alguns tecidos pode ser causada pela
ficado biolégico, porém observaram-se, com maiorariabilidade genética de cada cultura (George &
frequéncia, altas taxas responsivas (80-100%) (Figura 1Bebergh, 2008).

Tabela 2.Matéria seca da parte aérea (mgJaj@rira guianensisnoculada aos 60 dias em meio de cultiiiM, suplementada com
diferentes concentracdes de B&RO; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg').e deANA (0,0; 0,25 e 0,5 mgh

BAP (mg"
ANA (mgL™?) (mgH
0,0 0,5 1,0 15 2,0
0,00 1,43A 10,87A 4,53 B 4,13A 4,80A
0,25 2,05A 8,27A 5,93B 5,79A 6,22A
0,50 3,37A 9,14A 7,80A 3,43A 3,69A

Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

v (#)=29,722x + 40,556 R>=0,787** y (W) =ns A
y (A)=-242065 + 48,690% + 37,064 R*=0,995%*
1000 -
S 800 -
3
7
600 -
g
& 400
<
z
= 200
=
=
0.0 T T T 1
0,0 0,5 1.0 1.5 2,0
BAP (mg L)
y(#)=ns; y@)=ns B

v (4)=-42,460x2 + 84.643x + 31,270 R2=0,747**

40.0 -

Explantes Responsivos (%)
=
=]
=)

20.0 -

0.0 T T T 1

0,0 0.5 1.0 1.5 2,0
BAP (mg L)

Figura 1. Percentagem de explantes responsivoggeira guianensisem funcao da concentracao de BAM; 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0 mg Y) e deANA (@ 0,0; m 0,25 eA 0,5 mg L) e dos explantes testados, segmento nodal (A) e segmento cotiledonar (B), aos
60 dias de inoculagdo em meio de cultura WPM (Nivel de significancia: ** p < 0,01; * p < 0,05; ns — néo significativo).
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Multiplicacaoin vitro de Tapirira guianensisAubl. (Anacardiaceae) 147

O maior niumero médio de brotos observado (3,33pente. Ja pai@roxylum indicun{L.) Kurz, uma média de
aos 30 dias de inoculagéo, ocorreu a partir do segmeit® brotos por segmento nodal foi observada na presenca
nodal.A curva de resposta na auséncidA8i&d indica de 1,0 mg £ de BAP (Gokhale & Bansal, 2009). Diante
gque a utilizacdo de BARa concentracao estimada delisso, percebe-se que é dificil predizer como os regulado-
1,33 mg L, atinge o maior valor estimado para a variaveks podem afetar o sistema fisioldgico da planta.
em andlise (2,83) (Figura 2A). O resultado encontrado foi Para a mesma variavel, a partir do segmento cotiledonar
superior ao reportado pahatis champinii Planch. né&o foi possivel o ajuste de uma equacéo significativa,
(Mukherjeeet al. 2010),Bauhinia cheilanthaBong.) com significado bioldgico, na ausénciaAldA, sendo
Steud. (Gutiérreet al, 2011a) €arkia biglobosgJacg.) observado o maior nimero médio de brotos (3,17) na pre-
R. Br. ex GDon(Sambeet al, 2010), em que, na concentra-senca de 1,0 mgide BAP (Figura 2B), resultado superi-
¢do semelhante de BAP testada, o nimero médio de boo-ao reportado parBarkia biglobosapara a quah
tos foi de 1,3, 1,6 e 1,9 por segmento nodal, respectivaédia do niumero de brotos foi de 2,08 por segmento

v (#)=-1,555x2+4227x-0,039 R==02835*y (m)=ns A
v (A)=-0918x*+2,212x + 0.156 Rz=0,789%*

35
3.0

N°brotos por explante

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
BAP (mg L)
v (#)=ns,y (W) =ns B

v (A)=-1292¢+2,559x + 0302 R*=0877**

N°brotos por explante

BAP (mg L)

v ($)=ns; v (W) =-0,621x2+ 1,706x + 0,986 R==10,734** C
i v (A)=-1,151x%2+ 2,624x + 0,350 R2=0846%*

N°brotos por explante

0,0 0,5 1.0 1.5 2,0
BAP (mg L)

Figura 2. Numero de brotos obtidos a partir do segmento nodal (A) e segmento cotiledonafdBiyice guianensisem meio
de culturaVPM suplementado com diferentes concentragces de(8AP0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg'). e deANA (¢ 0,0;m 0,25 e
A 0,5mg Y) aos 30dias (A, B) e 60 dias da inoculagéo (C) (Nivel de significancia: ** p < 0,01; * p < 0,05; ns — ndo significativo).
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148 Ingrid Estefania Mancia de Gutiérretzal.

cotiledonayem meio de cultura MS, acrescido da mesmeainteracao permitiu obter uma média de 15 brotacdes por
concentracéo de BAP (Saméteal, 2010). segmento nodal (Alves, 2010).

A interacgao citocinina e auxina ndo favoreceu a forma- Siwach & Gill (2011) reportaram um nimero de brotos
¢ao de brotos efh guianensisprovavelmente, a presen-duas vezes maior aos 60 dias da multiplicag&dro de
¢a deANA, nas dosagens testadas, pode ter provocaéi@us religiosal., em vez de aos 21 dias, comportamento
uma diminuicdo nos niveis de substancias enddgerdiferente do observado pafaguianensispara a qual,
naturais, que promoveriam a divisdo celidainteracdo aos 60 dias, independentemente do explante utilizado, o
também nao foi benéfica nas culturasBlecheilantha maior nimero médio de brotos (3,21) observado (Figura
(Gutiérrezet al, 2011b); j4, par@ecropia glazioviBnethl.,, 2C) assemelha-se ao encontrado aos 30 dias de inoculagao.

v (#)=-1,773x2+ 4,700x + 0,135 R*= 0,821 A
y (W) =ns
v {(A)=-1,192x2+ 2,885x + 0,310 R>=0,840%*
4,0 -

N° gemas por explante

0.0 ¥ T T T )
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
BAP (ng L)
y(#)=ns: y(m)=ns B

v (A)=-2480x+4,819% + 0.557 RZ=0035%*

N° gemas por explante

BAP (g 1)

v (#) =-1,181x2 +4.108x + 0501 R>=0,904% y @)=ns C
50 y (A)=-1464x?+ 3,687x + 0,803 R>=0.905%*

4.0

N°® gemas por explante

BAP (mg L)
v (#)=ns; y(m)=ns D

¥ (A)=-2,694x2+ 5.691% + 1,078 R*=0,840%*
6,0

4.0

N°gemas por explante

BAP (mg L)

Figura 3. Numero de gemas obtidas do maior broto advindas do segmento nodal (A, C) e segmento cotiledonafdBiriy de
guianensisem meio de cultur@PM suplementado com diferentes concentrag6es dg®A8f0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg'Le deANA

(® 0,0;m 0,25 eA 0,5 mg L) aos 30 dias (A, B) e 60 dias de inoculagéo (C, D) (Nivel de significancia: ** p < 0,01; * p < 0,05;
ns — nao significativo).
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Aos 30 dias, a curva de resposta na auséndidde dade 1,74 e 1,06 mgtlde BAR respectivamente (Figuras
indicou que o uso de BARa concentragao de 1,33 mg L 3C, 3D). O maior valpestimado pelas equacdes quadraticas,
permite estimar o maior valor médio (3,25) para nimero gara o comprimento dos brotos oriundos de segmentos nodal
gemas a partir dos brotos advindos do segmento nodal eotiledonarisdo 9,5 e 10,2 mm, quando o meio de cultura for
gura 3A). J4, para o segmento cotiledonar foi observado @aerescido de 1,15 e 0,92 mg tle BAR respectivamente,
maior nUmero médio de gemas (4,5) em 1,0 mdd.BAP  ambos na ausénciaAl¥A aos 30 dias de inoculagéo. Incre-
(Figura 3B), enquanto, aos 60 dias, o0 maior nimero de gemantos de BARRm concentra¢des superiores as concentra-
estimado para os brotos advindos de segmento nodaides estimadas, tendem a desfavorecer a formacdo das
cotiledonar foi semelhante (4,1), quando na presenca estitbatac6es (Figuras 4A, 4B). Esses resultados divergem dos
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Figura 4. Comprimento do maior broto (mm) advindo de segmento nodal (A, C) e segmento cotiledonar (Bapljide
guianensisem meio de cultur@/PM suplementado com diferentes concentragfes dg®AF0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg')Le deANA

(® 0,0;m 0,25 eA 0,5 mg L) aos 30 dias (A, B) e 60 dias de inoculagédo (C, D) (Nivel de significancia: ** p < 0,01; * p < 0,05;
ns — nao significativo).
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