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Regeneracao in vitro de Parapiptadenia rigida

In vitro regeneration of Parapiptadenia rigida

Paula Kielse" Elci Terezinha Henz Franco' Jugara Terezinha Paranhos"
Ana Paula Santos de Lima"

RESUMO

O objetivo deste trabalho é estabelecer um
protocolo de micropropagacgdo para a Parapiptadenia rigida
utilizando explantes de plantulas assépticas obtidas da
germinagdo de sementes in vitro. Para a indugdo de brotos,
segmentos cotiledonares e nodais foram inoculados em meio
de cultura %2 WPM acrescido de 0; 0,25; 0,50; 1,0mg L de
BAP ou KIN. O enraizamento dos explantes com broto foi
realizado em meio ¥4 WPM suplementado com 0; 0,25; 1,0;
1,75mg L de AIB. N&o foi necesséria a adicdo de citocinina
ao meio para inducdo de brotos em segmento cotiledonar e
nodal. Contudo, a dose de 0,50mg L™, independente do tipo
de citocinina, promoveu maior tamanho dos brotos e maior
niamero de folhas por broto. O maior potencial de
enraizamento ocorreu em segmentos cotiledonares inoculados
em meio contendo 1,0mg L*de AIB. A utilizacdo desse
protocolo de regeneragdo permite a obtencdo de mudas de
Parapiptadenia rigida.
Palavras-chave: angico-vermelho, enraizamento,
micropropagacao, fitorregulador.

ABSTRACT

The aim of this research is to develop a
micropropagation protocol for Parapiptadenia rigida using
aseptic seedling explants from in vitro germinated seeds. To the
sprout induction, cotyledonary and nodal segments were
inoculated in a %2 WPM culture medium containing 0; 0.25;
0.50; 1.0mg L of BAP or KIN. The rooting of sprouted explants
was rooted in a ¥4 WPM culture medium containing 0; 0.25;
1.0; 1.75mg L* of IBA. It was not necessary the addition of
cytokinin in medium to induce sprouting in cotyledonary and
nodal segments. However, the doses of 0.50mg L, independently
of cytokinin type, promoted greater size of sprouts and the

largest number of leaves per sprout. The highest rooting
potential occurred in cotyledonary segments inoculated in
medium with 1.0mg L™ of IBA. The use of this regeneration
protocol allows obtaining Parapiptadenia rigida seedlings.

Key words: red angico, rooting, micropropagation, plant
growth regulator.

INTRODUCAO

Parapiptadenia rigida Bretham Brenan
(Fabaceae), popularmente conhecida por angico-
vermelho (SOBRAL etal., 2006), é uma espécie florestal
com relevante importancia na reposicéo de mata ciliar e
no reflorestamento misto de areas degradadas. Sua
madeira apresenta multiplos usos, a casca possui
reconhecida propriedade medicinal, além de ser ricaem
tanino, com ampla utilizacdo na inddstria de curtume
(LORENZI, 2000).

O estabelecimento in vitro de explantes
corresponde a primeira etapa de um sistema de
micropropagacédo, com inicio na selecdo dos explantes
mais adequados para posterior multiplicacdo. O tipo
de explante deve ser escolhido de acordo com a sua
capacidade para se adequar as condicdes in vitro,
sendo recomendados 0s que contenham maior
proporcao de tecido meristematico por apresentarem
uma maior capacidade de expressar a totipoténcia. A
utilizacdo de segmento nodal é um método direto de
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regeneragdo de plantas, baseado na inducdo do
crescimento e proliferacdo de gemas vegetativas
axilares pré-formadas. Os segmentos nodais contendo
as gemas sdo isolados e inoculados in vitro, sendo
estas estimuladas ao crescimento, dando origem a
brotos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Para a inducdo dos processos de
desdiferenciag&o e rediferenciacdo responsaveis pela
formacdo de tecidos e drgédos, além da escolha do
explante mais adequado, se faz necessario o uso de
fitorreguladores capazes de estimular a formacéo de
parte aérea e raizes. A inducéo de brotos em explantes
pode ser realizada por meio da aplicagéo de citocininas
exodgenas, promovendo o crescimento inicial das gemas
axilares pela quebra da dominancia apical (TAIZ &
ZEIGER, 2004). As citocininas 6-benzilaminopurina
(BAP) e cinetina (KIN) sdo comumente utilizadas na
cultura de tecidos e, segundo HU & WANG (1983),
apresentam diferenca quanto ao potencial de inducéo
dos brotos nos explante. As auxinas atuam na expansao,
no alongamento e na divisdo celular, atuando antes do
primeiro evento de formag&o do primérdio radicular, ou
seja, pouco antes da desdiferenciagdo e formacédo do
I6cus meristematico, sugerindo que a fungdo da auxina
no enraizamento esteja associada somente a indugdo
radicular (BLAKESLEY et al., 1991b). O &cido
indolbutirico (AIB) tem sido a auxina mais empregada
para a inducdo de raizes adventicias em explantes,
especialmente em razdo da sua maior fotoestabilidade
(HOFFMANN et al., 1996).

Apesar de a Parapiptadenia rigida
produzir anualmente grande quantidade de sementes
viaveis, estas ttm comportamento recalcitrante com
relacdo ao armazenamento e perdem sua viabilidade
em um curto periodo de tempo, dificultando sua
propagacdo via sexuada (CARVALHO, 2003). Além
disso, na maioria das espécies lenhosas, 0 enraizamento
é a etapa mais dificil e, apesar dos avangos da técnica
de cultura de tecidos, o estabelecimento de protocolos
eficientes que estimulem a rizogénese dessas plantas
ainda é limitado, especialmente por serem recalcitrantes
ao enraizamento. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho é estabelecer um protocolo de propagagdo in
vitro da Parapiptadenia rigida utilizando explantes
de plantulas assépticas obtidas da germinacdo de
sementes in vitro.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de
Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, da
Universidade Federal de Santa Maria. As culturas

foram mantidas em sala de crescimento a 25+1°C, com
fotoperiodo de 16 horas, sob densidade de fluxo de
fétons de aproximadamente 1500 lux, fornecida por
lampadas fluorescentes branco-frias. O meio de cultura
utilizado foi o WPM (LLOYD & McCOWN, 1980), com
% ou ¥4 da quantidade de sais e pH ajustado para
5,8+0,2. Os meios foram distribuidos em frascos (30mm
de didmetro e 70mm de altura) ou tubos de ensaio
(20,50mm de diametro e 150mm de altura) e,
posteriormente, fechados com papel aluminio para
esterilizagdo em autoclave por 20 minutos a temperatura
de 121°C e pressao de latm.

Para obtencdo das plantulas assépticas,
sementes de Parapiptadenia rigida foram submetidas
a um pré-tratamento de desinfestagdo em alcool 70%
por um minuto. Em seguida, as sementes foram imersas
em &gua sanitaria na concentracéo de 2,5% de cloro
ativo acrescida de trés gotas de detergente Tween 20,
durante 30 minutos, com posterior enxagie em agua
destilada e autoclavada (KIELSE et al., 2007).
Posteriormente, as sementes foram imersas em solucéo
do fungicida Benomil® na dose de 1g L?, durante 10
minutos, e inoculadas em tubos de ensaio contendo
15mL de meio WPM acrescido de 20g L* de sacarose e
5mg L de agar.

A inducdo de brotos foi realizada nos
segmentos cotiledonar e nodal obtidos de plantulas
assépticas com 50 dias de idade, com tamanho
aproximado de 1cm, e uma gema axilar nos segmentos
nodais. Os explantes foram inoculados verticalmente
em frascos contendo % WPM acrescido de 30g L de
sacarose e 6g L de 4gar, na quantidade de 30mL de
meio por frasco. Para a indugdo de brotos, utilizou-se
como tratamentos as doses de 0; 0,25; 0,50; 1,0mg L!
de BAP ou KIN. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2x4
(tipo de segmento x tipo de citocinina x dose hormonal),
com cinco repeti¢des de seis explantes por tratamento.
Aos 30 dias ap6s a inoculagdo, os explantes foram
subcultivados para meio de cultura livre de
fitorregulador, permanecendo por mais 30 dias nessas
condigdes. Aos 60 dias da inoculagéo, avaliaram-se a
porcentagem de brotos formados, o tamanho dos
brotos e o nimero de folhas por broto.

O enraizamento foi realizado nos segmentos
cotiledonar e nodal tratados com 0,50mg L*de BAP ou
KIN durante a fase de indugao de brotos, sem a retirada
dos brotos formados durante essa fase. Os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio
Y2 WPM acrescido de 30g L* de sacarose, 6g L™ de
agar, 1,5g L1 de carvdo ativado, na quantidade de 20mL
de meio por tubo. Para inducéo de raizes, foram testadas
as doses de 0; 0,25; 1,0; 1,75mg L* de AIB. O
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delineamento foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x4 (tipo de segmento x dose hormonal), com
quatro repeticOes de trés explantes por tratamento. Aos
60 dias da inoculagdo, avaliaram-se a porcentagem de
enraizamento, o nimero de raizes por explante, o
comprimento da raiz mais longa (cm), a porcentagem
de explantes com calo na base e o tamanho dos calos
(cm).

Para a aclimatizacéo das plantas regeneradas,
realizou-se a abertura gradativa dos tubos em sala de
crescimento, por meio de perfuragées no filme PVC,
durante sete dias. Ap0s esse periodo, as plantas foram
transplantadas para copos plasticos contendo
substrato composto por vermiculita e Plantmax® (2:1 v/
v) esterilizado em autoclave por 40 minutos; sendo
cobertas individualmente por garrafas plasticas. As
plantas permaneceram em ambiente com luminosidade,
temperatura e umidade do ar sob condi¢des naturais
por sete dias. Durante esse periodo, a irrigacdo foi
realizada a cada dois dias, por meio de aspersdo manual.
Posteriormente, as garrafas plasticas foram substituidas
por campanulas plésticas (miniestufas), sendo as
irrigacOes realizadas trés vezes por semana por
aspersdo manual, além da rega do substrato duas vezes
por semana. Aos 60 dias ap6s o transplante, avaliou-
se a porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

Os dados qualitativos foram avaliados por
analise de variancia, com médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de significancia; e os dados
quantitativos submetidos a analise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a porcentagem de explantes de
Parapiptadenia rigida com broto, houve interagdo
entre o tipo de segmento e o tipo de fitorregulador,
indicando que os fatores ndo sdo independentes. A
maior porcentagem de explantes com broto ocorreu em
segmento cotiledonar inoculado em meio contendo
BAP (98,75%), ndo diferindo significativamente dos
tratamentos utilizando o mesmo tipo de segmento em
meio acrescido de KIN, independente da dose de
fitorregulador (Figura 1A).

Ainda com relagdo a porcentagem de
explantes com broto, houve interacédo entre o tipo de
segmento e a dose de fitorregulador. As maiores
porcentagens de explantes com broto (100%) ocorreram
em segmento cotiledonar tratado com 0,25 e 0,50mg L%,
independente do tipo de fitorregulador, e no meio
controle (Figura 2A). Aformacéo de brotos mesmo nos
explantes inoculados em meio livre de fitorregulador
indica que ndo ha necessidade de uma fonte exdégena
de citocinina para estimular a brotacdo em segmentos

cotiledonar e nodal de Parapiptadenia rigida.
Contudo, a adi¢do de BAP ou KIN ao meio favoreceu a
formacdo de brotos em segmento nodal (Figura 2A).

Para o parametro tamanho dos brotos, ndo
foi verificada interacdo entre o tipo de segmento, o
tipo e a dose de fitorregulador. O maior tamanho médio
de brotos (0,43cm) ocorreu em segmento cotiledonar,
diferindo significativamente do segmento nodal
(0,22cm, Figura 1B). GRIGOLETTO (1997), em estudo
de regeneragdo in vitro de mangabeira (Hanconia
speciosa), também observou a formagéo de brotos com
maior tamanho em segmento cotiledonar, independente
da dose de fitorregulador utilizada.

Em funcdo das doses de fitorregulador, o
maior tamanho médio de brotos (0,47cm) ocorreu em
explantes de Parapiptadenia rigida tratados com
0,50mg L™ de citocinina, independente do tipo de
fitorregulador (Figura 2B). Resultado similar foi
encontrado por NOBRE & ROMANO (1998), em estudo
de multiplicacéo in vitro de ficus (Ficus carica),
observando brotos com maior tamanho em segmento
nodal inoculado em meio contendo 0,50mg L de KIN.

As citocininas podem favorecer o
alongamento de brotos; contudo, € necessario que se
adicione ao meio a dose adequada, sendo esta
especifica para cada espécie (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Em Parapiptadenia rigida ocorreu
um efeito negativo no tamanho dos brotos formados
em explantes tratados com 1,0mg L, independente do
tipo de fitorregulador (Figura 2B). SOUZA et al. (2003),
estudando a multiplicacdo in vitro de arnica
(Lychnophora pinaster), verificaram brotos mais
alongados em segmento nodal inoculado em meio
contendo 0,07mg L* de BAP. JAa MANTOVANI et al.
(1999) observaram que o segmento nodal de caixeta
(Didymopanax morototoni) inoculado em meio
acrescido de 1,0mg L* de BAP apresentou um maior
alongamento de brotos. Para a acacia-negra (Acacia
mearnsii), houve um efeito negativo no crescimento
dos brotos quando utilizada a dose de 2,0mg L* de
BAP (BORGES JUNIOR etal., 2004).

Para o pardmetro o nimero de folhas por
broto de Parapiptadenia rigida, houve interacdo entre
o tipo de segmento e a dose de fitorregulador. O maior
nimero médio de folhas (2,90) ocorreu em segmento
cotiledonar inoculado em meio contendo 0,50mg L™ de
KIN, independente do tipo de fitorregulador (Figura
2C). Os brotos apresentaram, em geral, folhas verdes e
vigorosas. Em segmento cotiledonar tratado com BAP,
houve a formagao de brotagdo mdltipla, sobretudo na
dose de 1,0mg L da citocinina, evento nao observado
nos tratamentos contendo KIN (dados ndo
demonstrados). A presenca de brotagdo multipla
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Figura 1 - Respostas morfogénicas em segmentos cotiledonar e nodal de Parapiptadenia rigida inoculados na fase de indugdo de
brotos em meio %2 WPM (LLOYD & McCOWN, 1980) acrescido de 0; 0,25; 0,50; 1,0mg L de 6-benzilaminopurina
(BAP) ou cinetina (KIN) e enraizados em meio ¥ WPM acrescido de 0; 0,50; 1,0; 1,75mg L* de &cido indolbutirico
(AIB), avaliados 60 dias ap6s a inoculagdo em cada fase de cultivo: (A) porcentagem de explantes com broto, independente
das doses de citocinina; (B) tamanho dos brotos, independente do tipo e da dose de citocinina; (C) porcentagem de
explantes enraizados, independente das doses de AIB; (D) porcentagem de explantes com formacéo de calo na base

Tipo de explante

63,75
T

Porcentagem de explantes com calos (%)

cotiledonar nodal

Tipos de explante

somente nos meios suplementados com BAP,
provavelmente, ocorreu em consequéncia dessa
citocinina ser mais ativa que a KIN (HU & WANG, 1983).
Dessa forma, o aumento da dose de BAP no meio pode
ter ocasionado um maior nimero de divisdes celulares
e, conseqiientemente, maior inducdo de brotos em
segmento cotiledonar. Em segmento nodal, as doses
de BAP utilizadas ndo provocaram tal efeito,
possivelmente em razdo desse tipo de segmento
apresentar menor nivel endégeno de citocinina.

Para a porcentagem de enraizamento de
explantes de Parapiptadenia rigida, ndo houve
interagdo entre os fatores tipo de segmento e dose de
AIB. O segmento cotiledonar apresentou a maior
porcentagem de explantes enraizados (71%), diferindo
significativamente do segmento nodal (15%),
independente da dose de AIB utilizada (Figura 1C). O
maior potencial de enraizamento observado em

segmento cotiledonar pode estar relacionado com seu
melhor desempenho na fase de inducdo de brotos.
Durante a formacéo de raizes adventicias existe uma
interacdo entre a auxina fornecida e os cofatores que
atuam sinergicamente nessas raizes. Esses fatores sao
sintetizados em gemas e folhas jovens, sendo
transportados pelo floema a partir do local de sintese
(FACHINELLO etal., 1995). FORD etal. (2001) sugerem
que o AIB aplicado exogenamente é rapidamente
transportado até as folhas, ativando uma maior
producédo de acido indolacético (AlA), com posterior
transporte até a regido de iniciagao radicular.

Para o parametro nimero de raizes por
explante, houve interacéo entre o tipo de segmento e a
dose de AIB. O maior nimero de raizes (1,95) ocorreu
em segmento cotiledonar tratado com 1,0mg L de AIB
(Figura 2D). Essa mesma dose promoveu 0 maior
ndmero de raizes em segmento nodal, entretanto com
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Figura 2 - Respostas morfogénicas em segmentos cotiledonar e nodal de Parapiptadenia rigida inoculados na fase de inducdo de
brotos em meio ¥2 WPM (LLOYD & McCOWN, 1980) acrescido de 0; 0,25; 0,50; 1,0mg L de 6-benzilaminopurina
(BAP) ou cinetina (KIN) e enraizados em meio ¥ WPM acrescido de 0; 0,50; 1,0; 1,75mg L* de &cido indolbutirico
(AIB), avaliados 60 dias apés a inoculagdo em cada fase de cultivo: (A) porcentagem de explantes com broto, independente
do tipo de citocinina; (B) comprimento dos brotos, independente do tipo de citocinina; (C) nimero de folhas por broto,
independente do tipo de citocinina; (D) nimero de raizes por explante em fungdo das doses de AIB; (E) comprimento
da raiz mais longa em fungdo das doses de AIB; (F) tamanho de calo formado na base dos explantes durante a fase de

inducdo rizogénica.
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valor consideravelmente inferior ao valor observado
em segmento cotiledonar. Foi verificado um efeito
negativo no nimero de raizes, tanto em segmento
cotiledonar quanto em segmento nodal, quando
utilizada a dose de 1,75mg L* de AIB (Figura 2D).
GALSTON & DAVIES (1972) mencionam que, quando
a auxina ¢ aplicada em partes cortadas de plantas, a
maior dose aumenta o efeito até um maximo, acima do
qual qualquer acréscimo se torna fitotoxico. Em
Parapiptadenia rigida, possivelmente a dose de
1,75mg Lt de AIB tenha provocado toxidez, inibindo a
formacéo de raizes nos explantes.

Para o comprimento da raiz mais longa, foi
observado um efeito negativo a medida que se
aumentou a dose de AIB. O maior comprimento médio
(8,62cm) ocorreu em segmento cotiledonar inoculado
em meio livre de fitorregulador, seguido do mesmo tipo
de segmento tratado com 1,0mg L* de AIB (4,60cm)
(Figura 2E). HARTMANN et al. (2002) mencionam que
0AIB estimula as plantas a produzirem raizes maiores.
Esse evento ndo foi observado em segmento
cotiledonar e nodal de Parapiptadenia rigida, visto
apresentarem maior crescimento de raizes nos
tratamentos controle (Figura 2E). Por outro lado, os
mesmos autores citam que a auxina proporciona a
formagcao de raizes mais fortes e fibrosas, sendo 0 mesmo
verificado nos explantes tratados com 1,0mg L de AIB.

As raizes formadas nos explantes de
Parapiptadenia rigida apresentaram coloragéo
amarelada, sendo observados, em segmento
cotiledonar, raizes secundarias e pélos absorventes
(dados ndo demonstrados). Houve formag&o calogénica
na base dos explantes, com maior porcentagem de calos
(63,75%) em segmento cotiledonar, sem diferir
significativamente do segmento nodal (42,62%) (Figura
1D). O segmento cotiledonar inoculado em meio
contendo 0,25mg L de AIB apresentou o maior
tamanho de calo (0,44cm, Figura 2F). Possivelmente,
nesse tipo de explante exista maior nivel enddgeno de
auxina que, em balanco com os niveis de BAP ou KIN
adicionados ao meio durante a fase de inducdo de
brotos, promoveu uma maior proliferacdo de calos,
como sugere a teoria do balango hormonal formulada
por SKOOG & MILLER (1975). LEONEL etal. (1994)
mencionam que a formagao de calo pode ser o primeiro
passo para a formagéo do sistema radicular; contudo,
a presenca deste tem sido relatada como uma
desvantagem para a sobrevivéncia de plantas no
campo.

Quanto a aclimatizacdo das plantas
regeneradas, a maior porcentagem de sobrevivéncia
ocorreu em mudas provenientes do enraizamento de
segmento cotiledonar em meio contendo 1,0mg L* de
AIB (Tabela 1). Por outro lado, as plantas obtidas do

Tabela 1 - Porcentagem de sobrevivéncia de mudas de
Parapiptadenia rigida advindas do enraizamento
de segmentos cotiledonar e nodal em meio
contendo ¥4 WPM acrescido de 0; 0,25; 1,0;
1,75mg L de AIB, avaliadas 60 dias apds a
aclimatizacéo.

Sobrevivéncia das mudas ap6s aclimatizagdo
(%)

AIB (mg L")  Segmento cotiledonar Segmento nodal

0,00 33b" Oa
0,25 20b Oa
1,00 68 a 7a
1,75 35b 5a
Média 21,00
CV% 45,75

* Médias ndo seguidas por mesma letra na vertical diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

enraizamento de segmento nodal mostraram-se
sensiveis a transferéncia para o ambiente ex vitro,
independente dos meios de origem. A menor
porcentagem de sobrevivéncia das mudas obtidas
partindo de segmento nodal pode estar relacionada as
baixas respostas morfogénicas observadas nesse tipo
de explante, especialmente durante a fase de
enraizamento.

CONCLUSAO

N&o é necesséria a adicdo de citocinina para
a induc&o de brotos em segmentos cotiledonar e nodal
de Parapiptadenia rigida; contudo, a dose de 0,50mg
L de BAP ou KIN promoveu o maior alongamento
dos brotos e 0 maior nimero de folhas. Segmentos
cotiledonares tratados com 1,0mg. L* de AIB
apresentam maior potencial de enraizamento e
forneceram mudas com maior capacidade de
sobrevivéncia durante a aclimatizacéo.
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