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Estabelecimento e multiplicacédo in vitro de Stryphnodendron adstringens
(Coville) Mart.

RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecida popularmente como
barbatimdo, € uma espécie nativa do Cerrado brasileiro. Em razdo de suas
propriedades farmacoldgicas, ocorre a exploracdo predatdria da espécie, que pode
leva-la a lista de espécies em risco de extincdo. Por esse motivo, pesquisas sobre a
propagacéo do barbatimdo sdo importantes para elaboracdo de protocolos, que dardo
subsisténcia a producdo de mudas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o estabelecimento e a multiplicacdo in vitro de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville. O primeiro experimento abordou a germinacgao in vitro em
meios de cultura MS e WPM em diferentes concentracdes, a fim de avaliar os meios de
cultura para a espécie e estudar sua resposta ao procedimento. A porcentagem de
germinacdo foi semelhante entre os meios de cultura e suas concentragdes
nutricionais. Plantulas no meio de cultura MS apresentaram maior comprimento de
parte aérea, de diametro e de clorofila em comparagcdo com o meio WPM, que
demonstrou maior comprimento das raizes em comparacdo com o meio MS. O
segundo experimento foi conduzido na fase de multiplicacdo de segmentos apicais de
mudas germinadas in vitro, comparando-se o0s reguladores BAP e ANA nas
concentragdes 0; 2,0; 4,0 e; 6,0 mg.L ., com a finalidade de avaliar a viabilidade da
micropropagacao da espécie para producdo de mudas clonais. O resultado demonstrou
diferencas entre niumero de brotos produzidos pelos explantes em cada tratamento, de
forma que com a adicdo de BAP os brotos multiplicaram e cresceram, enquanto com
adicdo de ANA os brotos multiplicaram em uma taxa menor em comparagdo com o
BAP e estagnaram, demonstrando como ocorre o balanco hormonal no barbatimé&o.
Conclui-se que a utilizacdo de reguladores de crescimento da categoria de citocinina
favorecem a multiplicacdo in vitro para Stryphnodendron adstringens, e que
reguladores da categoria auxina, podem ser utilizados para outras etapas da
micropropagacao, sendo dispensavel no processo de multiplicacao de brotos. Concluiu-
se que para o estabelecimento e multiplicacdo in vitro de S. adstringens pode ser
utilizado meio MS na concentragcédo de 50%, com adicdo de BAP nas concentragdes de
2,0 a 6,0 mg.L! para a fase de multiplicagéo.

Palavras-chave: Germinacdo in vitro. Multiplicacdo in vitro. Barbatimdo. Meios de

cultura. Reguladores de crescimento.



Establishment and multiplication in vitro of Stryphnodendron adstringens
(Coville) Mart.

ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularly known as barbatiméo, is a
native species of the Brazilian Cerrado. Due to its pharmacological properties occurs a
predatory exploitation of the species, which can lead it to the list of endangered species.
For this reason, researches on the propagation of barbatimao are so important for the
elaboration of protocols, which will give subsistence to the production of seedlings. In
this context, the present work aimed to evaluate the establishment and multiplication in
vitro of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. The first experiment addressed in
vitro germination in MS and WPM culture media at different concentrations, in order to
evaluate the culture media for the species and study its response to the procedure. The
percentage of germination was similar between the culture media and their nutritional
concentrations. Seedlings in the MS culture medium showed greater shoot length, of
diameter and chlorophyll compared to the WPM medium, which demonstrated greater
root length compared to the MS medium. The second experiment was carried out in the
multiplication phase of apical segments of seedlings germinated in vitro, comparing
regulators BAP and ANA at concentrations 0; 2.0; 4.0 and; 6.0 mg.L™*., with the purpose
of evaluating the viability of micropropagation of the species for the production of clonal
seedlings. The result demonstrated differences between the number of shoots produced
by the explants in each treatment, so that with the addition of BAP the shoots multiplied
and grew, while with the addition of ANA the shoots multiplied at a lower rate compared
to the BAP and stagnated, demonstrating how hormonal balance occurs in barbatiméo.
It is concluded that the use of growth regulators of the cytokinin category favor the in
vitro multiplication for Stryphnodendron adstringens, and that regulators of the auxin
category can be used for other stages of micropropagation, being expendable in the
sprout multiplication process. It was concluded that for the establishment and
multiplication in vitro of S. adstringens can be used MS medium at a concentration of
50%, with the addition of BAP at concentrations from 2.0 to 6.0 mg.L? for the
multiplication phase.

Keywords: Germination in vitro. Multiplication in vitro. Barbatimdo. Culture mediums.

Growth regulators.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma brasileiro composto por fitofisionomias distintas, cada uma
delas pode abrigar espécies arbdreas nativas adaptadas as suas diferentes
caracteristicas edafoclimaticas, muitas endémicas. A conservacao e restauracdo do
bioma garante a continuidade dessas espécies, e, consequentemente, possibilita sua
utilizacao para fins madeireiros e ndo madeireiros.

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, pertencente a familia Fabaceae, é
uma especie endémica do Cerrado Brasileiro, conhecida popularmente como
barbatimdo, barba-de-timdo e faveira. Ocorre naturalmente em regides do norte de
Minas Gerais, nas fitofisionomias de campo sujo, sensu stricto e cerraddo (SCARIOT,
SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005; LIMA et al., 2016; BARBOSA et al., 2019).

O barbatimao € utilizado amplamente como medicamento devido a producdo de
metabdlitos secundarios, como taninos e flavonoides, encontrados principalmente na
regido do ritidoma. Por esse motivo, a exploracdo extrativista da espécie ocorreu
mesmo antes da comprovacdo cientifica desse potencial medicinal. Comunidades
proximas a regides de ocorréncia utilizavam a casca da planta como tratamento para
diversas enfermidades, favorecendo a disseminacdo do conhecimento sobre os
potenciais de uso da espécie, logo, levando pesquisadores a estuda-lo e a confirmarem
cientificamente suas propriedades farmacoldgicas. Em contrapartida, gerando um
extrativismo sem manutencdo adequada das arvores, uma vez que ao extrair a casca,
€ rompido o fluxo do cambio vascular da planta podendo leva-la a morte (BORGES
FILHO; FELFILI, 2003; TEIXEIRA; MARTINS, 2009; BRASIL, 2014).

Neste contexto, tem sido discutido por pesquisadores, had algumas décadas, a
importancia do manejo sustentavel e propagacao da espécie, buscando evitar a sua
extincdo e possibilitando agregar ganhos a producdo e, consequentemente, a sua
exploracdo ambientalmente adequada. No entanto, observa-se uma escassez de
publicacdes cientificas a respeito dos métodos de propagacéo de S. adstringens, o que
limita a producédo de mudas, seja para manutencao da biodiversidade e recomposicéo
de ecossistemas degradados ou para o fornecimento da matéria-prima para as
industrias farmacéuticas (QUEIROZ, 2014).

Dentre as técnicas para producdo de mudas, a propagacao in vitro apresenta-se
como uma ferramenta promissora para utilizacdo em espécies florestais nativas,

podendo promover avangos em seus cultivos, possibilitando uma producéo uniforme e
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em grande escala (FERRARI; GROSSI; WENDLING, 2004; GEORGE; HALL; KLERK,
2008).

Para tanto, é necessario o conhecimento dos fatores que influenciam na resposta
do cultivvo in vitro, levando a necessidade de se definirem protocolos que atendam as
necessidades nutricionais de cada espécie. Nesse contexto, estudos sobre a definicdo
e adaptacdo dos meios de cultura na germinacdo in vitro (PIERINE; GIANINI;
PEDROSO-DE-MORAES, 2019; SANTOS; FERREIRA; NASCIMENTO, 2020;
BUSSMEYER; TAKASUSUKI, 2021) e sobre reguladores de crescimento adequados
para a multiplicagdo in vitro (DOCHA et al., 2020; GOLLE et al. 2020; HASS;
ORNELLAS; BITTENCOURT, 2022; STEFANEL et al., 2022) tém sido realizados com
espécies florestais distintas e constituem o cerne do presente trabalho, visando

fornecer bases para a producdo de mudas de S. adstringens, viaveis e de qualidade.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Avaliar o estabelecimento e multiplicacéo in vitro de Stryphnodendron adstringens

a fim de definir um protocolo de propagacéo da espécie.

2.20bjetivos Especificos

Avaliar a germinacao in vitro de S. adstringens nos meios de cultura (MS, WPM),
buscando determinar a melhor concentracdo para o0 estabelecimento in vitro de
plantulas;

Avaliar a multiplicagdo in vitro de S. adstringens com o uso reguladores de
crescimento BAP e ANA, buscando aperfeicoar os protocolos de micropropagacao pré-

existentes com maiores informacdes para producdo de mudas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cerrado

O Brasil é constituido por seis biomas, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica,
Amazbnia, Pantanal e Pampa, separados por diferencas edaficas, geograficas e
climéticas, e possuindo fauna e flora distintas. Dentre eles, o Cerrado € o segundo
maior bioma brasileiro, com area total de 2 milhdes km?, em torno de 23% do territério
brasileiro (RIBEIRO; WALTER, 1998; SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005; SANO;
ALMEIDA; RIBEIRO, 2008). Ocorre como vegetacao predominante no Distrito Federal
e nos Estados de Minas Gerais, Tocantins, Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Bahia e, ainda, em areas de transicao entre biomas no Para, Roraima,
Rondbnia, Amapa, Séo Paulo e Parana.

As dificuldades da classificacdo da vegetacdo do Cerrado acarretaram na
necessidade de adotar as seguintes subdivisbes das fitofisionomias do bioma:
florestais, subdivididas em Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerradao;
savanicas, subdivididas em Cerrado sentido restrito (stricto sensu), Parque de Cerrado,
Palmeiral e Vereda; e campestres, subdivididas em Campo Sujo, Campo Rupestre e
Campo Limpo (RIBEIRO; WALTER, 1998; SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005; SANO;
ALMEIDA; RIBEIRO, 2008).

Quanto as caracteristicas climaticas, segundo a classificacdo Koppen, o Cerrado
abrange dois principais climas, tropical umido (Aw) com inverno seco e chuvas
maximas de verao e temperado quente (Cwa) com inverno seco, e periodo de estiagem
que dura em média 5 meses (CLIMA ..., 2021).

Do ponto de vista pedolégico, os solos mais comuns sao os Latossolos (45,7%),
Areia quartzosa (15,2%), Podzolicos (15,1%), Plintossolos (9,0%), Hidromorficos
(Hidromérfico Cinzento, Gleis, Aluviais e Organicos) (2,5%), Litélico (7,3%), Cambissolo
(3,1%), Terra Roxa Estruturada (1,7%) e outras classes (0,4%) (RIBEIRO; WALTER,
1998; OLIVEIRA; SOUSA; LOBATO, 2004).

O endemismo pode ser explicado pela adaptacdo das plantas a um ambiente,
ocorrendo de maneira Unica conforme as caracteristicas edafoclimaticas do habitat.
Plantas sdo organismos incapazes de se locomover, e por esse motivo, se adaptam ao
ambiente, tanto fisiologicamente como morfologicamente, conforme o estimulo

ambiental. A flora do Cerrado é composta por 12.070 espécies terrestres catalogadas,
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parte dessa diversidade floristica apresenta endemismo, sendo Minas Gerais o estado
com maior riqueza, séo 2.219 espécies endémicas catalogadas (FORZZA et al., 2010;
BOLFE; SANO; CAMPOS, 2020).

Nesse sentido, h4 os chamados hotspots, termo utilizado para classificar areas
ricas em variedades de espécies, ecossistemas degradados e elevada ocorréncia de
endemismo. O Brasil possui duas regides que entram nessa classificacdo, sendo o
Dominio Cerrado uma delas, sendo sua diversidade floristica € uma das maiores dentre
0s biomas brasileiros, proxima do niumero de espécies dos biomas Mata Atlantica e
Amazobnia (SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005; LEAO et al., 2010; SCARANO; CEOTTO,
2016; TAIZ et al., 2017).

O interesse econdmico no Cerrado vem justamente dessa diversidade, muitas das
espécies que o compde sdo matéria prima para produtos ndo madeireiros como 0leos,
resinas, frutos e madeireiros para extratos, lenha e serraria. Ainda, o bioma é
considerado como uma fronteira de expansdo econdmica, suprimido conforme a
necessidade de producédo agropecuaria. Além disso, equivale a 45% da area agricola
nacional, onde da é&rea total do Cerrado, 29,5% séo pastagens plantadas, 11,7% séo
areas agricolas anuais e perenes e 1,5% sao de silvicultura (BOLFE; SANO; CAMPOS,
2020).

Segundo o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova¢cées (MCTI), no periodo de
2019 a 2020, a area de desmatamento no Cerrado foi de 7.340 km?, e o aumento foi de
13% em comparacdo com a supressao da vegetacdo natural em 2019. Em dados do
projeto PRODES Cerrado, desenvolvido e operado pelo Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE), entre o periodo de 2001 a 2020 houve uma reducédo de
45.461,22 km? da area total do Cerrado no Estado de Minas Gerais, um dos Estados
com maior perda de vegetacao natural nas ultimas décadas (INPE, 2020; MEIRELES,
2020). Preservar e proteger areas vulneraveis no Cerrado possibilita a utilizacdo dos
recursos naturais, através da exploracdo sustentavel, para obtencdo de matéria-prima
por comunidades e industrias, a conservacao da fauna e flora local e, dessa forma,
garante o desenvolvimento socioecondmico e ambiental regional.

Nesse contexto, um ponto relevante para a conservagdo e extrativismo
sustentavel do Cerrado é a manutengdo de recursos hidricos, uma vez que as trés
maiores bacias hidrogréaficas sul-americanas de localizam no bioma. De acordo IBGE
(2021), entre 2010 e 2017, 33% da agua captada para abastecimento animal no pais

foi realizada no bioma Cerrado, esse cenario € explicado pela expansdo continua e
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acelerada da atividade agropecuéria na regidao. Conforme projecfes internacionais e
nacionais, o Brasil sera o principal produtor de alimentos globalmente e o Cerrado uma
das principais areas agricultaveis. Isso posto, do ponto de vista de conservacao, sera
necessario aumentar a producédo sem expandir novas areas, a fim de proteger o bioma
da exploracdo predatoria (SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005; SCARANO; CEOTTO,
2016; BOLFE; SANO; CAMPOS, 2020; SANTANA et al., 2020).

3.2 Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae, Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville € uma espécie arborea de pequeno porte, conhecida por
nomes populares como Barbatiméo, casca-da-virgindade, faveira, barba-de-timao e
barbatiméo-branco (MEIRA et al., 2013). Ocorre em regides de Cerrado e Caatinga dos
Estados Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana, Sao Paulo e Tocantins (TEIXEIRA; MARTINS, 2009; MEIRA et al.,
2013; BRASIL, 2014; LIMA et al., 2016).

A espécie é descrita botanicamente como uma arvore de pequeno porte com 4 a
5 m de altura de tronco tortuoso com 20 a 30 cm de diametro, e 0 cerne apresenta
coloracdo avermelhada com ritidoma espesso e rugoso. Classificada como uma planta
perenifélia, porém considerada decidua por alguns autores, apresenta copa alongada,
com folhas bipinadas, compostas por cinco a oito pares de pinas e seis a oito pares de
foliolos em cada pina. As flores séo inflorescéncias que possuem forma de espiga
compostas por pequenas flores creme-esverdeadas e, por fim os frutos sdo vagens
cilindricas com 6 a 9 cm de comprimento, quando imaturas apresentam coloragao
verde e quando maduras coloracdo parda. A fenologia da espécie é descrita pela
floracdo entre setembro a novembro, frutificagdo entre novembro a junho e maturacéo
dos frutos e dispersdo de sementes entre agosto e setembro (TEIXEIRA; MARTINS,
2009; MEIRA et al., 2013; LIMA et al., 2016).

Os principais usos de S. adstringens sao a obtencdo de madeira para marcenaria
e construcdo civil e, ainda, extragdo de compostos fitoquimicos com potencial
medicinal. Este ultimo foi confirmado através de estudos etnobotanicos, que levou a
espécie a ser inserida na lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS). Os compostos fitoquimicos sdo taninos, alcaloides, amido,

flavonoides, proantocianidinas, matérias resinosas, mucilaginosas, corantes e
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saponinas e estdo presente em maior quantidade na casca do Barbatimdo. Por esse
motivo sdo popularmente utilizadas por comunidades em tratamento anti-inflamatario,
antibacteriano, adstringente, cicatrizante entre outros e por industrias para fabricacéo e
comercializacdo de extratos, tinturas, cremes, pomadas, sabonetes etc. (TEIXEIRA;
MARTINS, 2009; MARTINS; NAKAGAWA, 2008; MEIRA et al., 2013; GOULART et al.,
2015; BARBOSA et al., 2019).

Dentre os compostos fitoquimicos presentes na espécie, o principal é o tanino.
Originado do metabolismo secundério vegetal, atua em interagcfes entre a planta e seu
habitat. S&o fenois soliveis em &agua, que formam pontes de hidrogénio, intra e
intermoleculares. Sua principal caracteristica € a adstringéncia, explicada por sua
capacidade de formar complexos insollveis em agua com proteinas, gelatinas e
alcaloides (MONTEIRO et al., 2015).

A quantificacdo de taninos pode ser realizada através de ensaios quimicos, 0
mais recomendado é a precipitacdo de proteinas e para determinar grupos especificos
de taninos pode ser realizado um ensaio colorimétrico. A producdo de taninos no
Barbatimdo é afetada pela época do ano e fatores ambientais, a interacdo da planta
com o ecossistema estimula diretamente a producéo das substancias de metabolismo
secundario como mecanismo de defesa (MONTEIRO et al., 2005; MEIRA et al., 2013;
BRASIL, 2014).

As sementes de S. adstringens apresentam dorméncia como estratégia de
sobrevivéncia devido a condigcbes ambientais desfavoraveis do Cerrado, como longos
periodos de estiagem ou queimadas. Porém, essa estratégia pode afetar o banco de
plantulas, uma vez que a emergéncia é irregular. Sementes devem ter capacidade de
germinar e desenvolver uma muda normal ap6s processo da quebra de dorméncia.
Esse processo pode ser realizado artificialmente para producdo de mudas, através de
escarificagdo mecanica e quimica. (BARRADAS; HANDRO, 1974; MARTINS et al.,
2008; MARTINS; NAKAGAWA, 2008; MARTINS et al., 2011).

Ainda, ha incidéncia de predacdo por insetos fitofagos que comprometem as
sementes de S. adstringens, impedindo sua germinacdo, e consequentemente
afetando o banco de sementes e plantulas e, portanto, a continuidade da espécie.
Existem pelo menos sete ordens de insetos que compde a entomofauna predadora das
sementes de Barbatiméo, dentre elas, as principais sédo da ordem Coleoptera, por se
alimentarem das sementes e a ordem Lepidoptera, por se alimentarem das sementes e
da polpa do fruto (SILVA; ZAMPIERON, 2015). A atividade de microrganismos
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patogénicos intensifica a inviabilidade de sementes, uma vez que, a predacdo por
insetos provoca abertura na estrutura fisica de frutos e sementes, fornecendo
passagem para microrganismos patogénicos, como os fungos e bactérias que
colonizam e degradam os tecidos vegetais (CARMO et al., 2017; PARISI et al., 2019).

3.3 Propagacéao de espécies nativas do Cerrado no Norte Minas Gerais

Espécies nativas sdo aquelas que ocorrem somente em um dado ecossistema
com caracteristicas pedolégicas, climaticas e biolégicas especificas. O Cerrado
brasileiro é composto por flora nativa e endémica, as espécies tém grande importancia
socioambiental, uma vez que, muitas comunidades vivem do extrativismo. Além disso,
a obtencao de produtos madeireiros e ndo-madeireiros, também ocorre pela exploracao
predatéria dessas espécies, onde plantas mais vigorosas e com maior potencial para
promover a continuidade da espécie sdo as mais afetadas. Por conseguinte,
populacdes remanescentes e espécies endémicas ainda ndo catalogadas, sao
perdidas pela a acdo antrépica no bioma (SHIMIZU, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).

Ademais, a reducao das populagbes afeta a capacidade reprodutiva das plantas,
com menos individuos para o cruzamento, aumenta a ocorréncia de autofecundacao, a
perda de alelos e, consequentemente, a capacidade de gerar descendentes férteis.
Esse cenario representa a importancia e necessidade de estabelecer protocolos para
propagacao de espécies nativas do Cerrado, tanto para preservacdo como, também,
para comercializacéo, através de florestas plantadas (SHIMIZU, 2007).

As sementes podem ser utilizadas para propagacdo sexuada com a producédo de
mudas, como, também, assexuada para obtencao de explantes. A coleta de sementes
€ 0 primeiro passo para propagacdo de espécies nativas, € importante realizar a
selecdo de matrizes de diferentes procedéncias, a fim de favorecer a variabilidade
genética ou, ainda, realizar a selecdo de matrizes para favorecer as caracteristicas
fenotipicas de acordo com o interesse comercial. Geralmente, as sementes, sao
oriundas de areas naturais de coleta de sementes (ANCS), onde sdo marcadas
matrizes para posteriores coletas (VIEIRA et al., 2001; NOGUEIRA; MEDEIROS, 2007,
PINA-RODRIGUES et al., 2007).

No Brasil, as pesquisas com técnicas de propagacdo de espécies nativas ainda
Sao incipientes, com poucos estudos e protocolos sobre a propagacao estabelecidos. A
producdo dessas mudas enfrenta empecilhos relacionados as proprias espécies, que
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vao desde a recalcitrancia das sementes até a sobrevivéncia das mudas. Nesse
contexto, a producdo de mudas de espécies nativas € de fundamental importancia para
o reflorestamento dos biomas brasileiros, contribuindo para conservacao e exploracao

sustentavel dos recursos florestais.

3.3.1 Germinacao in vitro

A propagacgdo pode ocorrer via sexuada com a utilizagcdo de sementes ou via
assexuada com a clonagem da planta. Uma semente se origina da reproducéo sexual,
onde o 6vulo é fecundado na oosfera ou por apomixia. Apds seu desenvolvimento, é
constituida por um embrido, pelo endosperma, tecido de reserva que pode estar
ausente, e o tegumento protetor (CORTEZ; SILVA; CHAVES, 2016).

As sementes sdo um mecanismo de reproducdo de plantas, possibilitando a
colonizacdo destas em novas areas mais favoraveis ao seu desenvolvimento. Muitas
espécies contam com a dispersdo de suas sementes por autocoria, zoocoria ou
anemocoria, sendo assim uma alternativa para locomoc¢éo da planta através de seus
descendentes. Além disso, sementes podem ser dispersadas pela a¢do antrépica,
guando coletadas e utilizadas para producdo de mudas com a finalidade de uso em
recuperacdo de areas degradadas, reflorestamento, paisagismo e plantios comerciais
para exploracdo de produtos madeireiros e ndo madeireiros (VIEIRA et al., 2001,
JORDANO et al., 2006; NOGUEIRA; MEDEIROS, 2007; SILVA et al., 2020).

O potencial de germinacéo € intrinseco de uma semente, mas pode ser afetado
por fatores internos e externos, como a dorméncia por exemplo. Existem diversos tipos
de dorméncia de sementes, 0 mais comum ocorre pela impermeabilidade do
tegumento, impedindo a passagem de agua e oxigénio, como uma estratégia de
sobrevivéncia das plantas em funcdo de condigbes adversas do ambiente para sua
germinacao e desenvolvimento (FOWLER; BIANCHETTI, 2000; BEZERRA et al.,
2020). Dessa forma, a semente permanece viavel por um longo periodo de tempo até
que o ambiente seja favoravel ou que seu tegumento seja rompido por estimulos
externos. Ainda, caracteristicas genéticas, fisiologicas, fisicas e sanitarias tem grande
influéncia sobre o vigor e germinagédo das sementes (FOWLER; BIANCHETTI, 2000;
MARTINS et al., 2008; BRASIL, 2009; BEZERRA et al., 2020).

A fim de mensurar esse potencial diversos testes de qualidade foram

7

desenvolvidos e sao utilizados, dentre eles o teste de germinacdo, € um teste de
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carater fisioldgico, sendo o mais importante, pois mensura se a semente esta viva e se
esta tem chance de germinar uma planta saudavel. Durante o processo germinativo, 0s
fatores ambientais serdo determinantes como a presenca de temperatura, o oxigénio e
a luz. A germinacdo ocorre com a maturacdo e o ambiente externo adequados, 0
embrido é estimulado e volta a se desenvolver até o rompimento do tegumento da
semente e emergéncia da plantula para fora do substrato (JORDANO et al., 2006;
NOGUEIRA; MEDEIROS, 2007; BEZERRA et al., 2020; SILVA et al., 2020).

A germinagéo in vitro é uma técnica que realiza a germinacdo das sementes em
ambiente de laboratério de cultura de tecidos vegetais. O ambiente laboratorial
proporciona umidade, luz e temperatura controlados, sendo assim favoravel para
germinacao. O processo de emergéncia ex vitro consiste na realizacdo da germinacao
em um ambiente fora do laboratério, portanto com menor controle ambiental. Em
ambas técnicas sao realizados os procedimentos de assepsia, para a eliminacdo de
microrganismos patogénicos na superficie do material vegetal e a quebra de dorméncia
por um processo fisico ou mecanico para danificacdo do tegumento, ocasionando a
absorcdo de umidade e, assim, estimulando o embrido a se desenvolver (FOWLER;
BIANCHETTI, 2000; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013; FLORIANO, 2004; TAIZ et
al., 2017).

Na germinacao in vitro, as sementes sao inoculadas em recipientes com meio de
cultura, este possui uma consisténcia gelatinosa que proporciona umidade,
favorecendo a absor¢do de agua. A semente é considerada germinada pelo
rompimento do tegumento e emissdo de radicula (FOWLER; BIANCHETTI, 2000;
FLORIANO, 2004; TAIZ et al., 2017).

3.3.2Micropropagacao

Micropropagagao consiste em um procedimento de clonagem de plantas,
portanto, um tipo de propagacdo assexuada ou vegetativa. Fundamenta-se na
utilizacdo de propagulos de uma Unica matriz, com origem de qualquer parte da planta
que contenha células indiferenciadas ou com capacidade de desdiferenciacdo e
multiplicagdo, que originardo uma nova estrutura e, por conseguinte, a formacao de
uma planta clonada completa e viavel (CARVALHO; VIDAL, 2003; QUISEN; ANGELO,
2008; GEORGE; HALL; KLERK, 2008; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013).

A primeira etapa do procedimento € a escolha da técnica a ser utilizada. Dentre
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elas, as mais comuns para formacdo de novas estruturas, € a organogénese, que
realiza a diferenciacdo celular direta ou indireta, a proliferacdo de gemas e a
embriogénese somatica. Essas técnicas estimulam as células a formarem novas
estruturas morfolégicas da planta, parte aérea e sistema radicular (CARVALHO; VIDAL,
2003; GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

Os horménios utilizados na propagacdao in vitro sdo chamados de reguladores de
crescimento, estes sdo produzidos artificialmente com o0 mesmo principio dos
fitormonios, produzidos naturalmente pelas plantas para seu crescimento. Existem seis
principais classes de fitorménios: giberelina, acido abscisico, etileno e, os mais
utilizados na propagacdo vegetativa, auxina e citocinina, os reguladores controlam a
morfogénese da planta dependendo da sua classificacdo (CARVALHO; VIDAL, 2003;
GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

O meio de cultura oferece sustentagcdo, estimulos hormonais e nutricdo ao
material vegetal inoculado, seja para plantulas germinadas in vitro ou explantes. Sua
formulacdo depende da espécie a ser inoculada e o regulador de crescimento da etapa
do procedimento (multiplicacdo, alongamento e enraizamento), por esse motivo, existe
uma variedade de meios de cultura, como MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), WPM -
Wood Plant Medium (LLOYD; MCCOWN, 1981).

A assepsia € um procedimento realizado anterior a inoculacdo do material vegetal
em meio de cultura. Consiste na desinfestacdo, com utilizagdo de algum produto
desinfetante, em todo ambiente, ferramentas, recipientes, meio de cultura e material
vegetal, eliminando os microrganismos que podem ser nocivos ao material inoculado.
Os agentes desinfetantes podem ser especializados como fungicidas e bactericidas ou
generalistas como produtos liberadores de cloro ativo, quaternarios de amonio, nitrato
de prata, alcool, 6xido de etileno etc. (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; PASQUAL et al.,
2010; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013; BRONDANI et al., 2013).

Apesar da micropropagacéo possibilitar a reprodugcéo de uma matriz em qualquer
fase de maturacdo, a idade ontogenética deve ser considerada. Uma planta adulta
apresenta menor capacidade de diferenciacdo celular, dado que passou por todas as
fases de desenvolvimento. Por esse motivo, a germinagao in vitro oferece uma matriz
com idade ontogenética jovem, uma vez que, o crescimento da planta se encontra na
fase juvenil. Porém, € importante ressaltar que o rejuvenescimento de plantas €&
considerado uma das vantagens da propagacao vegetativa, visto que o procedimento

realiza a propagacdo seriada com o uso de reguladores de crescimento (GEORGE;
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HALL; KLERK, 2008; WENDLING; XAVIER et al., 2001; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI,
2013; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).
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RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, espécie arbodrea conhecida popularmente como
barbatimado, estd presente na lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao
Sistema Unico de Saude (SUS), devido ao tanino produzido pelo seu metabolismo secundario.
Objetivou-se avaliar a germinacdo in vitro dessa espécie, a fim de estabelecer o meio de cultura e a
concentracdo de nutrientes que favoreca seu uso em procedimentos in vitro. Foi realizada a quebra
de dorméncia em acido sulfdrico. Apds, as sementes passaram por uma solucdo de alcool (70%), em
seguida em uma solucdo de hipoclorito de sédio na concentracao de 2,0-2,5% (p/p) de cloro ativo
com 3 gotas de detergente. Entdo, foram lavadas em agua destilada autoclavada e inoculadas nos
meios de cultura MS e WPM nas concentra¢cdes de nutrientes de 0, 25, 50, 75 e 100%. A

porcentagem de germinacgdo in vitro de sementes de S. adstingens entre os meios de cultura e suas
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concentrag8es nutricionais foi semelhante. Plantulas no meio de cultura MS apresentaram maior
comprimento de parte aérea, de diametro e de clorofila em comparag¢do com o meio WPM, que
demonstrou maior comprimento das raizes em comparacdo com o meio MS. Conclui-se que para
germinacdo in vitro da espécie o meio de cultura ndo interfere no processo. No entanto, o0 meio de
cultura MS favorece o desenvolvimento da parte aérea podendo ser utilizado para procedimentos
gue envolvam organogénese e o meio de cultura WPM para procedimentos que envolvam

rizogénese.

Palavras-chave: Barbatimao, germinacdo in vitro, meio de cultura.
ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, a tree species popularly known as barbatimdo, is
present on the list of the National List of Medicinal Plants of interest to the Unified Health System
(SUS), due to the tannin produced by its secondary metabolism. The objective was to evaluate the in
vitro germination of this species, in order to establish the culture medium and the concentration of
nutrients that favor its use in procedures in vitro. It was performed the dormancy breaking in
sulfuric acid. Afterwards, the seeds were passed through an alcohol solution (70%), then in a sodium
hypochlorite solution at a concentration of 2.0 - 2.5% (w/w) of active chlorine with 3 drops of
detergent. Then, they were washed in autoclaved distilled water and inoculated in MS and WPM
culture media at nutrient concentrations of 0, 25, 50, 75 and 100%. The percentage of in vitro
germination of S. adstringens seeds between the culture media and their nutritional concentrations
was similar. Seedlings in the MS culture medium presented greater shoot, diameter and chlorophyll
length compared to the WPM medium, which demonstrated greater root length compared to the MS
medium. It is concluded that for in vitro germination of the species the culture medium does not
interfere in the process. However, the MS culture medium favors shoot development and can be
used for procedures involving organogenesis and the WPM culture medium for procedures involving

rhizogenesis.

Keywords: Barbatimao, in vitro germination, culture medium.

1 INTRODUCAO

Considerado um hotspot de biodiversidade, o Cerrado brasileiro abrange
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uma variedade de flora nativa e endémica (SCARIOT et al., 2005; SCARANO;
CEOTTO, 2016). Dentre as plantas com importancia medicinal, cultural e
socioeconbmica, a espécie arboérea Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
conhecida popularmente como Barbatimdo, tem sido estudada e utilizada como
farmaco devido a produgdo de taninos por seu metabolismo secundario (MEIRA et
al., 2013; MONTEIRO et al., 2005; BRASIL, 2014; RIBEIRO et al., 2022).

O tanino é um fitoquimico com propriedades adstringentes, anti-
inflamatérias, cicatrizantes e microbicidas, utilizado como principio ativo de
medicamentos para o tratamento de diversas enfermidades. Por esse motivo, a
espécie faz parte da lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao
SUS (RENISUS) (MONTEIRO et al., 2005; TEIXEIRA; MARTINS, 2009).

O tanino pode ser encontrado em qualquer parte da planta de S. adstringens,
porém em maiores quantidade em sua casca. Assim, sua utilizacdo como matéria
prima ocorre com a retirada da casca de matrizes adultas que, sem um plano de
manejo adequado, pode levar a morte da planta. Portanto, o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas de producdo de mudas de S. adstringens é
fundamental para continuidade da espécie e para plantios de producdo (LIMA et al.,
2016; MEIRA et al., 2013; TEIXEIRA; MARTINS, 2009; MARTINS; NAKAGAWA, 2008).

A germinacdo é o primeiro passo para a producdo de mudas, sendo
necessario conhecer como a espécie reage ao processo. Espécies nativas e
endémicas tendem a ser dificeis de propagar tanto via seminal como clonal. Isso
porque coevoluiram com um ambiente singular, levando a adapta¢bes como
dorméncia de sementes para resistir a condi¢cbes desfavoraveis a germinacao, e
producdo de metabdlitos secundarios, para resistir a estresses abidticos e bidticos,
que podem afetar a propagacdo da espécie (BEZERRA et al, 2019; FOWLER;
BIANCHETTI, 2000; JORDANO et al., 2006; MARTINS et al., 2008; BRASIL, 2009; PINA-
RODRIGUES et al., 2007).

Em trabalhos preliminares, utilizando-se diversos substratos e recipientes,

verificou-se elevada dificuldade de obten¢do de mudas de S. adstringens por meio
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da semeadura ex vitro, haja vista a mortalidade das mudas pela perda de
viabilidade das plantulas germinadas (dados nao publicados). Por esse motivo, o
processo de germinacao de sementes in vitro apresenta-se como op¢do para se
conseguir plantas livre de contaminacdo, e a partir delas iniciar-se a cultura de
tecidos, como folhas, segmentos nodais, entre outras (MERCIER; NIEVOLA, 2003;
REIS et al., 2008; MENDES, 2022). O cultivo in vitro de plantas proporciona um
ambiente favoravel a germinacdo por meio de controle local de luz, temperatura,
assepsia e nutricdo. Quando uma planta é germinada in vitro pode sofrer influéncia
do meio de cultura sob seu crescimento e desenvolvimento, uma vez que esse
contém os nutrientes que serdo absorvidos e metabolizados por ela (CARVALHO;
VIDAL, 2003; GEORGE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013; QUISEN; ANGELO, 2008).

A absorcdo de nutrientes pelo material vegetal em um cultivo in vitro sofre
interferéncia conforme a composicao idnica do meio. Os meios de cultura mais
utilizados para propagacdo de espécies arbdreas sao o MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) composto por alta concentra¢do de nitrogénio, potassio, zinco, cloro, formas
de amdnio e nitrato, logo, tal composicao favorece a regeneracdo de células
vegetais e o WPM - Woody Plant Medium (LLOYD; MCCOWN, 1980) composto por
25% a menos de ions nitrato e amdnia que o meio MS e elevada concentracao de
potassio e de ions sulfato, que favorece o cultivo in vitro de espécies lenhosas
(CORREIA, 2006; BERTOZZ0O; MACHADO, 2010; PHILLIPS; GARDA, 2019).

Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a germinacdo de sementes
de S. adstringens em diferentes concentra¢des dos meios de cultura MS e WPM, a
fim de sugerir as concentracbes dos meios de cultura mais favoraveis para a

espécie.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Florestal
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do Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias (CPCA) do Instituto de Ciéncias
Agrarias da UFMG em Montes Claros, Minas Gerais. No experimento de germinacao
in vitro foram utilizadas sementes da espécie S. adstringens coletadas de arvores
matrizes no municipio de Sete Lagoas - MG.

ApOs a coleta, as sementes foram beneficiadas e armazenadas em um
recipiente plastico e acondicionadas em geladeira até a realizagdo dos
experimentos.

Foi realizada a quebra de dorméncia das sementes em solu¢do de acido
sulfurico (H2SO4) por 60 minutos (MARTINS; NAKAGAWA, 2008) em um béquer de
vidro para escarificacdo quimica e logo apés lavadas em agua autoclavada por
cinco vezes.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em
solucdo de alcool (70%) durante 30 segundos, sendo depois colocadas em uma
solucdo de hipoclorito de sdédio (NaOCl) na concentracao de -2,0-2,5% (p/p) de cloro
ativo por 15 minutos e adicionadas 3 gotas de detergente. Ao término desse
tratamento, lavou-se as sementes em dagua autoclavada por quatro vezes,
mantendo-as em agua autoclavada até a inoculacao.

Em seguida, foi realizada a inoculacdo das sementes de S. adstringens
individualmente nos meios de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) (Tabela 1).

Testou-se os dois meios de cultura em cinco formula¢fes diferentes: 0, 25,
50, 75 e 100% da sua composi¢do de sais. Os meios cultura foram preparados com
30,0 g.L" de sacarose, solidificados com agar 7,0 g.L' e pH corrigido para 5,8+1, e
aplicado o biocida Polybac 7D - Polyorganic® (0,2 ml/L) em substituicdo a
autoclavagem. As sementes inoculadas foram mantidas em camara de crescimento

a 26 + 2umol m? s e temperatura de 27° C, por 30 dias para a germinacao.

Tabela 1. Composi¢cdo dos meios de cultura MS e WPM utilizados na germinagao in

vitro de S. adstringens.
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COMPOSICAO MS WPM
Macronutrientes (g.L")
NH4NOs 165,00 40,00
K2SO4 - 99,00
KNOs 190,00 -
KH2PO4 17,00 17,00
MgS04.7H,0 37,00 37,00
CaCl.2H20 44,00 9,60
Ca(N0O3)2.4H,0 - 55,60
NakEDTA.2H,0 3,73 3,73
FeS04.7H,0 2,78 2,78
Micronutrientes (mg.L™")
H3g03 620,00 620,00
MnSQO4.4H20 1.690,00 2.230,00
ZnS04.7H20 860,00 860,00
CuS04.5H,0 2,50 25,00
Na;Mo004.2H,0 2,50 25,00
CoCl,.6H,0 2,50 -
Kl 83,00 -
Vitaminas (mg.L")
Glicina 200,00 1,00
Acido Nicotinico 50,00 0,50
Piridoxina 50,00 0,50
Tiamina 10,00 2,00

Fonte: Da autora, 2021.

Aos 30 dias apdés a inoculacdo avaliou-se os seguintes parametros:

porcentagem de germinacdo (G%); indice de velocidade de germinacdo (IVG) e

tempo médio de germinacdao (TMG), segundo Maguire (1962); comprimento da

parte aérea e raiz da plantula (cm); diametro da plantula (cm); teor de clorofila das

folhas medido pelo clorofildmetro SPAD 502; e massa seca de raizes e parte aérea

(8).
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O experimento de germinacdo in vitro foi conduzido em esquema fatorial 2 x
5 (2 meios e 5 concentra¢des) em delineamento inteiramente casualizado, com 40
repeticdes, sendo cada unidade experimental composta por uma semente. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) (p<0,05). Para a
comparacdo entre as formulagdes dos meios de cultura, foram ajustadas
regressbes. O programa R (IHAKA; GENTLEMAN, 1993) foi utilizado para os

procedimentos estatisticos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos do meio de cultura MS proporcionaram maior germinacao
das sementes em comparac¢ao com o meio de cultura WPM (Figura 1A), assim como
maiores médias de indice de velocidade de germinacao (IVG) (Figura 1B). Ja para o
tempo médio de germinacdo ndo foram observadas diferencas entre as
concentragdes de sais dos meios de cultura (Figura 1C).

Apo6s 30 dias de inoculagao in vitro, cerca de 80% das sementes germinaram,
em ambas as concentracdes e composi¢cdes dos meios de cultura (Figura 1A). Os
resultados apresentados demonstram que na germinacao in vitro de S. adstringens
ndo é necessario um meio de cultura com nutrientes para que a plantula emerja da
semente. Isso porque, a semente armazena nutrientes suficientes para
germinacao, sendo necessaria apenas a quebra de dorméncia e um ambiente de
cultivo favoravel, principalmente, com rela¢ao a disponibilidade de agua e luz.

Os resultados obtidos sdo corroborados por Barradas e Handro (1974), que
mencionam a germinacao do S. adstringens como simples, sem necessidades
especiais de luminosidade e temperatura. Por sua vez, Martins e Nakagawa (2008),
Freitas et al. (2013) e Gongalves et al. (2017), explicam que a velocidade de
germinacao é afetada pela quebra ou ndo da dorméncia da semente e pelo método
utilizado.

As médias de germinacdo in vitro da espécie foram semelhantes a trabalhos
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de Kissmann et al. (2010), Freitas et al. (2014) e Goncgalves et al. (2017) com
sementes germinadas ex vitro. No entanto, a germinac¢ao in vitro apresenta como
vantagens o fato de necessitar de menor espac¢o para dispor o material, reducao
dos custos de manutencdo, multiplicacdo independente de condi¢des climaticas,
dentre outros (Carvalho et al., 2006; Moraes et al. 2010; Machado Junior; Fernandes,
2018).

O processo de germinacao de sementes in vitro visando a produc¢do de
mudas tem sido estudado com sucesso em outras espécies florestais da familia
Fabaceae, tais como em Moura et al. (2014) com sucupira-preta (Bowdichia
virgilioides Kunth) e Silveira et al. (2022) com baru (Dipteryx alata Vogel). Assim, esta
técnica de propagac¢dao também se apresenta como potencial para uso na

propagacdo de S. adstringens.

Figura 1. Porcentagem de germinacao (A), indice de velocidade de germinacdo (B) e
tempo médio de germinagdo (C) de sementes de S. adstringens ap6s 30 dias de
cultivo in vitro nos meios de cultura MS e WPM, sob diferentes concentracdes de

sais (0, 25, 50, 75 e 100%).
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No entanto, foi possivel observar o subdesenvolvimento de pléntulas em

todos os tratamentos (Figura 2), o que pode ser explicada pela variabilidade

genética das sementes expressando seu potencial de germinacdo e pela
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capacidade de armazenamento de nutrientes das células parenquimaticas, fato
estudado por  Gongalves et al. (2017), onde concluiu-se que os frutos da espécie

apresentam variacao biométrica.

Figura 2. Demonstracdo da diferenca de desenvolvimento de plantulas com 23 dias

apos inoculacao in vitro das sementes no tratamento testemunha.

T

Barras = 1 cm. Fonte: Da autora, 2022.

As concentra¢des de sais dos meios de cultura acima de 50% favoreceram o
crescimento em biomassa de parte aérea das plantulas em meio MS (Figura 3A) e
de raizes em meio WPM (Figura 3B). Segundo Correia (2006), o adequado
desenvolvimento do sistema radicular das plantulas € essencial para o processo de
cultivo in vitro, uma vez que o0s nutrientes presentes no meio de cultura precisam
ser absorvidos pelas raizes.

No entanto, concentracdes mais altas dos meios de cultura podem
prejudicar o crescimento das raizes de espécies lenhosas, que podem apresentar
sensibilidade aos sais (BERTOZZO & MACHADO, 2010; PHILLIPS & GARDA, 2019).
Assim, a concentra¢do de 50% do meio de cultura pode favorecer o crescimento
equilibrado entre a parte aérea e as raizes de plantulas de S. adstringens cultivadas

in vitro (Figura 4).
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Figura 3. Plantulas de S. adstringens germinadas no meio de cultura MS 50% (A) e no

meio de cultura WPM 50% apds 73 dias de inoculagao in vitro.
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Barras: 2,0 cm. Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O comprimento e massa seca das raizes foram maiores no meio de cultura
WPM (Figura 4B e 4C), destacando sua composicdo especifica para espécies
lenhosas, composta por menor concentragdo de sais em comparagdo com 0 meio
MS, favorecendo o sistema radicular das plantulas.

O comprimento da parte aérea das plantulas ndo foi influenciado pelos
meios de cultura e concentracdes testados (Figura 4A), ao passo que o meio de
cultura MS favoreceu o crescimento das plantulas em diametro, massa seca da
parte aérea, teor de clorofila (Figura 4C, 4E e 4F). Tal resultado pode ser explicado
pela alta concentracdo de nutrientes no meio de cultura MS.

Correia (2006) e Pierine et al. (2019) destacam que o meio MS é composto
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por altas concentraces de nitrogénio, zinco, potassio, cloro e elevada
concentracdo idnica total em comparacdo com outros meios de cultura,
favorecendo o crescimento da plantula, o desenvolvimento da parte aérea e,

consequentemente, a producdo de cloroplastos pelas células das folhas.

Figura 4. Comprimento da parte aérea (A), comprimento da raiz (B), massa seca da
parte aérea (C) e de raiz (D), diametro da raiz (E) e teor de clorofila teor de clorofila

(F) de plantulas de S. adstringens germinadas in vitro.
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Nesse contexto, os meios de cultura MS e WPM na concentracdao de 50%

demonstraram crescimento satisfatério das plantulas de S. adstringens aos 60 dias

apos germinacao. Conforme os resultados obtidos, recomenda-se para o cultivo in

vitro da espécie a utilizacdo na concentracdo de 50% dos meios de cultura MS para

multiplicacdo e o WPM para os procedimentos de alongamento e enraizamento.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de Stryphnodendron
adstringens ndo foi influenciada pelos meios de cultura nutritivo MS e WPM,
recomendando-se a utilizacdo de agua e agar para dar consisténcia.

A concentracdo de 50% dos meios de cultura MS e WPM ¢é indicada para
procedimentos de multiplicacdo e alongamento/ enraizamento in vitro com

Stryphnodendron adstringens, respectivamente.
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RESUMO

Espécie nativa do Cerrado, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecida popularmente por
barbatimao, possui potencial farmaco comprovado cientificamente, devido ao tanino extraido de
sua casca. Por esse motivo, faz parte da lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse
ao Sistema Unico de Saude (SUS). Objetivou-se avaliar a multiplicacdo in vitro da espécie com a
utilizacdo de fitorreguladores. Os explantes foram segmentos apicais, obtidos de plantulas
preestabelecias in vitro. Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS na concentragdo de
50%, com a adicdo de 6-benzilaminopurina (BAP) e de acido naftaleno acético (ANA) nas
concentracées de 0; 2,0; 40 e; 6,0 mg.L'. Foram realizadas avaliagdes dos parametros de
sobrevivéncia e n° de brotac¢Bes entre o 2° e 30° dias. Ndo houve diferenca significativa quanto a
sobrevivéncia dos explantes entre os tratamentos com BAP e ANA, que apresentaram percentual de
sobrevivéncia acima de 90% ao final da avaliagdo. A multiplicacao in vitro apresentou diferencas

guanto ao n° de brotos produzidos entre os tratamentos com fitormdnios e suas concentracdes.
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Com a adi¢do de BAP os brotos multiplicaram e cresceram, enquanto com adicdo de ANA os brotos
multiplicaram em uma taxa menor em comparagdo com o BAP e estagnaram, demonstrando como
ocorre o balan¢co hormonal no barbatimdo. Conclui-se que a utilizacdo de reguladores de
crescimento da categoria de citocinina favorecem a multiplicagcdo in vitro para Stryphnodendron
adstringens, e que reguladores da categoria auxina, podem ser utilizados para outras etapas da

micropropagacao, sendo dispensavel no processo de multiplicacao de brotos.

Palavras chave: Barbatimao, multiplicacao in vitro, fitormdnios.

ABSTRACT

A native species from the Cerrado, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, popularly known as
barbatimao, has scientifically proven pharmaceutical potential, due to the tannin extracted from its
bark. For this reason, it is part of the list of the National List of Medicinal Plants of interest to the
Unified Health System (SUS). The objective was to evaluate the in vitro multiplication of the species
with the use of phytoregulators. The explants were apical segments, obtained from seedlings pre-
established in vitro. The explants were inoculated in MS culture medium at a concentration of 50%,
with the addition of 6-benzylaminopurine (BAP) and naphthalene acetic acid (ANA) at concentrations
of 0; 2.0; 4.0 and; 6.0 mg.L". They were carried evaluations of survival parameters and number of
shoots out among the 2" and 30™" days. There was no significant difference regarding the survival of
the explants between the treatments with BAP and ANA, which presented a percentage of survival
above 90% at the end of the evaluation. The in vitro multiplication showed differences regarding the
number of shoots produced between treatments with phytohormones and their concentrations.
With the addition of BAP the shoots multiplied and grew, while with the addition of ANA the shoots
multiplied at a lower rate compared to BAP and stagnated, demonstrating how hormonal balance
occurs in barbatimado. It is concluded that the use of cytokinin category growth regulators favor in
vitro multiplication for Stryphnodendron adstringens, and that auxin category regulators can be used

for other stages of micropropagation, being dispensable in the shoot multiplication process.

Keywords: Barbatimao, in vitro multiplication, phytohormones.

1 INTRODUCAO

Nativa e endémica do Cerrado brasileiro, a espécie Stryphnodendron
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adstringens, conhecida popularmente como Barbatimdo, estd presente na lista da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS). Isso porque, estudos empiricos comprovaram que o principio ativo
extraido da sua casca, o tanino, possui propriedades farmacolégicas anti-
inflamatdrias, adstringentes, microbicidas e cicatrizantes, logo, sendo utilizado
como matéria prima para producao de medicamentos (MONTEIRO et al., 2005;
BRASIL, 2014; TEIXEIRA & MARTINS, 2009).

A espécie ainda pode ser utilizada, para obtencao de lenha, madeira para
serraria e construcdo civil, assim como para reflorestamento de areas degradadas
e para paisagismo. Por esse motivo, estudar, estabelecer e aperfeicoar protocolos
de propagac¢do para o Barbatimado, garante a continua¢do da espécie, uma vez que,
existem poucos estudos sobre a propagacao de espécies nativas, sendo
desconhecidas suas limitacBes para melhoramento de sementes e clonagem de
plantas (LIMA et al., 2016, MEIRA et al., 2013;).

Dentre as técnicas de propagacao de plantas a micropropagac¢ao € uma
técnica de propagacao in vitro que multiplica em grande escala matrizes de plantas
selecionadas ou melhoradas, garantindo a homogeneidade e aumento da
producdo da matéria prima de interesse. Para Stryphnodendron adstringes e demais
espécies arboreas nativas brasileiras os protocolos de cultivo in vitro sdao pouco
aperfeicoados e muitas delas apresentam recalcitrancia, portanto, a utilizacao de
reguladores de crescimento na micropropagacdo pode ser determinante para o
sucesso da técnica.

Os fitorménios ocorrem de forma enddgena nas plantas e sao produzidos
sinteticamente como reguladores de crescimento, também chamados
fitorreguladores, utilizados para induzir a acao de sinalizadores, alterando o
balanco hormonal em explantes (FERRARI et al, 2004; GEORGE et al, 2008;
OLIVEIRA et al., 2013).

Existem cinco principais classes de fitormdnios, auxina, acido abscisico,

citocinina, etileno e giberelina. A citocinina é produzida de forma enddgena,
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principalmente, pelas raizes e sinteticamente como cinetina, 6-benzilaminopurina
(BAP), entre outros, podendo ser adicionada ao meio de cultura para inducdo da
divisdo e multiplicacdo celular, desenvolvendo brotos, quebrando a dominancia
apical e estimulando gemas laterais. A auxina, tem origem nos meristemas apicais
das plantas e sinteticamente como acido naftalenoacético (ANA), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), entre outros, atuando na divisdo celular e
morfogénese dos tecidos, interferindo no alongamento, dominancia apical e
formacao de raizes ao ser utilizada em meios de cultura (GEORGE et al., 2008;
SOUZA et al., 2018).

Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a multiplicacdo in vitro de S.
adstringens em diferentes concentra¢des dos reguladores de crescimento BAP e
ANA, a fim de sugerir a concentracao e o regulador de crescimento mais eficientes

para o procedimento.

2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram conduzidos no Laboratorio de Melhoramento
Florestal, do Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias (CPCA) do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais em Montes Claros,

Minas Gerais.

2.1 Material Vegetal

Os testes foram realizados visando estudar o uso de reguladores de
crescimento no procedimento de organogénese. Utilizou-se sementes da espécie
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville para a produ¢do de explantes para o

experimento de multiplicacao in vitro, coletadas no municipio de Sete Lagoas - MG.

2.2 Germinacao in vitro
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Utilizaram-se explantes de segmentos nodais de plantulas germinadas in vitro.
Em laboratério, foi realizada a quebra de dorméncia das sementes pela
escarificacdo quimica, com utilizacao de acido sulfurico (H2S04) por 60 minutos e,
logo apods, foram lavadas em agua deionizada autoclavada por cinco vezes
(MARTINS; NAKAGAWA, 2008).

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em
solucao de alcool (70%) durante 30 segundos, sendo depois, colocadas em uma
solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) na concentra¢ao de 2,0-2,5% (p/p) de cloro
ativo por 15 minutos e adicionadas 3 gotas de detergente. Ao término desse
tratamento, lavou-se as sementes em agua deionizada autoclavada por quatro
vezes, mantendo-as em agua destilada autoclavada até a inoculacdo. Em seguida,
foram inoculadas em meio de cultura composto por agar + agua. As sementes
inoculadas foram mantidas em sala de crescimento a 26 + 2umol m? s e

temperatura de 25 + 2° C, por 30 dias para a germinacao.

2.3 Multiplicagao in vitro

A partir das plantulas obteve-se explantes de segmentos nodais, o meristema
apical e as folhas mais jovens foram mantidas, visando reduzir o estresse do
explante ao procedimento. Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS
na concentracdao de 50% avaliando-se a utilizacdo de 6-benzilaminopurina (BAP) e
de 4cido naftaleno acético (ANA) nas concentracdes de 0; 2,0; 4,0 e; 6,0 mg.L". Apds
a inoculacdo, foram mantidos em sala de crescimento a 26+2 umol.m? s, por 30
dias para o estabelecimento e, entre o 2° e 30° dia, foram realizadas quatorze
avaliacdes dos parametros de sobrevivéncia e nUmero de brotacdes.

O experimento de multiplicagao in vitro foi conduzido em esquema fatorial 2 x
4 (2 hormbnios e 4 concentracdes), em delineamento inteiramente casualizado,
com 10 repeticdes, sendo 1 semente equivalente a uma repeticdao. Os dados foram

submetidos a analise de varidncia (ANOVA) realizada por meio de teste F, sendo
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ajustadas equacdes de regressao linear para os parametros analisados, utilizando

o programa Sisvar (Ferreira, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia do material cultivado in vitro foi equiparada entre os
diferentes reguladores de crescimento, porém, com uma diminuicdo da
sobrevivéncia dos explantes na concentracdo de 6,0 mg.L" de ANA em comparacao
com a concentracdo de 6,0 mg.L”" de BAP (Figura 1A). Ainda é possivel observar que
a sobrevivéncia dos explantes foi proxima a 100% em todos os tratamentos,
incluindo o tratamento sem a presenca de fitorregulador. George et al. (2008)
explica que o balanco hormonal dentro do material vegetal sofre alteracdes
conforme sao adicionadas doses de auxina e citocinina.

A multiplicacdo do material cultivado in vitro demonstrou diferencas entre
numero de brotos produzidos pelos explantes em cada tratamento (Figura 1B).
Entre os reguladores de crescimento, o BAP apresentou maior niumero de brotos
em todas as concentra¢des em comparagao com o ANA. Entre as concentragdes, foi
possivel observar que a dose mais baixa, 2,0 mg.L" dos reguladores de crescimento
apresentou um numero maior ou igual de brotos produzidos em relacdo as demais
doses, 4,0 mg.L' e 6,0 mgL', demonstrando que o balanco hormonal dos
explantes pode ser alterado com doses baixas de reguladores de crescimento para
0 S. adstringens.

Tais resultados corroboram com Nogueira et al. (2007) que obteve maior
quantidade de brotos de S. adstringens com a dose de 3,0 mg.L"! de BAP e estimulos
a formacdo de gemas na dose de 1,0 mg.L" de BAP e, também, Nicioli et al. (2008),
que concluiram que sem o uso de citocinina o Barbatimao produz brotacdes, mas
com a adicao do regulador de crescimento o niumero de brota¢cdes aumenta. Ainda,
Pasqual & Barros (1992) verificaram que o uso de ANA afetou a a¢dao do BAP para

proliferacdo de brotos de Barbatimdo e que, na auséncia de ANA, a dose de 4,0
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mg.L ' de BAP promoveu maior o nimero de brotos na organogénese direta.

Figura 1. Sobrevivéncia (A) e numero de brotos (B) de explantes de S. adstringens

em func¢do de concentracdes de BAP e ANA.
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Legenda: A = Sobrevivéncia; B = NUmero de brotos. Fonte: Anna Luiza Mota Docha, 2022.

A Figura 2 apresenta a evolucdao do numero de brotos de S. adstringens ao
longo dos dias de avaliacdo, nos diferentes tratamentos de fitorreguladores
estudados. Para a multiplicagdo sem uso de fitorreguladores observa-se aumento
no numero de brotacdes ao longo dos dias, atingindo cerca de 20 brotos ap6s 30
dias (Figura 2A). Porém, analisando-se a emissdo de brotos nos tratamentos com
presenca de BAP sdo observados valores superiores de brotos nas trés

concentragdes, resultando em cerca de 35 brotos aos 30 dias (Figuras 2B, 2D e 2F).
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Ainda, foi possivel inferir que apesar da emissao de brotos, estes estagnaram nos
tratamentos com ANA (Figura 2C, 2E e 2G; Anexo A), demonstrando como os
fitormbnios atuam na morfogénese dos tecidos vegetais do Barbatimdo, com
resultados superiores para o BAP.

A definicao do fitorregulador adequado para uma determinada espécie é
essencial nos trabalhos de propagacdo in vitro, resultando em maior numero de
brotos, broto viavel para a etapa de alongamento, assim como otimiza¢cdo do

tempo e custo de producgao.

Figura 2. Numero de brotos de S. adstringens produzidos por dia nos diferentes
tratamentos de fitorreguladores: 0,0 mg.L" (A); 2,0 mg.L" de BAP (B); 2,0 mg.L" de
ANA (C); 4,0 mg.L'" de BAP (D); 4,0 mg.L™' de ANA (E); 6,0 mg.L™! de BAP (F); 6,0 mg.L"
de ANA (G).
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Fonte: Anna Luiza Mota Docha, 2022.

Combinando a analise grafica com a andlise visual, percebe-se que o
tratamento T2 = 4,0 mg.L" de BAP, apresentou o melhor resultado dado o
desenvolvimento dos brotos em 30 dias (Figura 3C), que se encontram alongados e

com folhas jovens. O tratamento T1 = 2,0 mg.L"" de BAP, apesar de produzir
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quantidade similar de brotos em 30 dias (Figura 2B), estes ndo necessariamente
sdo vidveis para a etapa de alongamento e enraizamento, conforme Figura 3A. Ja o
tratamento T3 = 6,0 mg.L"" de BAP, apresentou um resultado com brotos alongados
viaveis a etapa de alongamento (Figura 3E), porém inferior ao tratamento T2.

As imagens das brotacBes nos tratamentos de diferentes concentra¢fes de
ANA (Figuras 3B, 3D e 3F) demonstram a menor quantidade de brotos quando
comparado aos tratamentos com BAP, associado a presenca de brotos menos

alongados.

Figura 3. Brotacdes de Stryphnodendron adstringens aos 30 dias em funcdo da
aplicacdo de fitorreguladores: 2,0 mg.L™" de BAP (A); 2,0 mg.L"" de ANA (B); 4,0 mg.L™
de BAP (C); 4,0 mg.L'" de ANA (D); 6,0 mg.L"" de BAP (E); e 6,0 mg.L"" de ANA (F).

— Bl = 3] — F

Barras = 1 cm. Fonte: Anna Luiza Mota Docha, 2022.
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Trabalhos com outras espécies arbdreas utilizando BAP para obtencao de
brota¢des, demonstraram que a citocinina favorece a multiplicagao in vitro, mas
que o balanco hormonal é relativo a espécie, estendendo a multiplicacdo por cerca
de 70 dias. Costa et al. (2010) conseguiram aumento no numero de brotos na
multiplicacdo in vitro de mulungu (Erythrina velutina Willd) com o aumento da
concentra¢ao de BAP em até 17,76uM. Bezerra et al. (2014) obtiveram aumento das
brota¢des em explantes de Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) em concentra¢des
de até 17,76 pmol/L de BAP, e redu¢do com aumento da dosagem da citocinina.
Miranda et al. (2020) obtiveram um aumento do desempenho na formacdo de
brotos de angico-vermelho (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan com o
aumento de até 2,0 mg.L"" de BAP utilizada para explantes de segmentos nodais.

Conforme estudo de Goelzer et al. (2019) sobre a multiplicacdo in vitro de
Campomanesia adamantium usando diferentes citocininas combinadas com ANA,
concluiu-se que o uso do ANA é dispensavel para o procedimento de multiplicacao
in vitro. Considerando que o fitorregulador ANA faz parte da categoria das auxinas,
€ esperado que sua presenca no meio de cultura estimule a calogénese e
rizogénese dos tecidos vegetais, porém nao houve esse tipo de resposta dos
explantes (Figuras 3B; 3D; 3F). Tal resultado pode indicar que a espécie produz altas
concentrag¢des de citocinina, inferindo que serdao necessarias altas doses de auxina
para etapa de alongamento e enraizamento das brota¢fes para superar a reserva
endogena.

Em suma, os reguladores de crescimento e suas concentra¢des interferem
na multiplicagdo in vitro de S. adstringens, onde sua utilizagdo aumenta o numero de
brotos produzidos pelo explante. A concentracdo 4,0 mg.L™" do fitorregulador BAP

apresentou maior numero de brotos viaveis.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O regulador de crescimento BAP favorece a multiplicacdo in vitro de



59

Stryphnodendron adstringes. O regulador de crescimento ANA possibilita a
sobrevivéncia, porém com resultados inferiores ao BAP em relagdo ao numero de
brotos.

A concentracdo de 4,0 mg.L" do regulador de crescimento BAP foi suficiente
e mais eficaz para multiplicacdo de Stryphnodendron adstringens em comparacdo

com as doses de 2,0 e 6,0 mg.L™".
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5 CONCLUSOES / CONSIDERACOES FINAIS

A porcentagem de germinacdao in vitro de Stryphnodendron adstringens nos meios
de cultura MS e WPM foi semelhante as taxas observadas no meio de cultura
constituido por 4gua + a4gar, uma vez que a semente proporciona a nutricdo necessaria
para que a plantula emerja da semente. Apos o desenvolvimento das raizes o meio de
cultura pode afetar o crescimento da plantula, haja vista que a composi¢cao do meio de
cultura sera absorvida e metabolizada pela planta. Neste contexto, o meio MS
favoreceu o crescimento da parte aérea, incrementando em comprimento, didmetro e
teor de clorofila. O meio WPM favoreceu o crescimento das raizes, contudo o
crescimento da parte aérea também foi favoravel, apesar de inferior ao MS.
Recomenda-se para germinacao in vitro de Stryphnodendron adstringens a utilizacao
de um meio de cultura composto por agar + agua. Para multiplicac&o in vitro o meio MS
e para o alongamento e enraizamento o meio WPM.

A multiplicacdo in vitro para segmentos nodais com &pice meristematico da
espécie ocorre sem adicdo de fitormbnios, porém a utilizacdo da citocinina BAP
favorece o procedimento, estimulando a organogénese do explante, j& a auxina ANA
nado agrega vantagens ao procedimento, desequilibrando o balanco hormonal e
estagnhando o crescimento das brotacdes. Recomenda-se a utilizacdo de BAP em uma
dose de 4 mg.L?, a fim de se obter brotacdes em 30 dias viaveis para o procedimento

de alongamento e enraizamento da espécie.



ANEXO

ANEXO A — Desenvolvimento das brotacdes de Stryphnodendron adstringens até 30 dias
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Legenda: TO = tratamento testemunha, letra A, onde: Aa = 7 dias; Ab = 11 dias; Ac = 25 dias; Ad = 28 dias. T1 = Tratamento 2,0 mg.L* de BAP, letra B, onde:
Ba = 14 dias; Bb = 23 dias; Bc = 25 dias; Bd = 30 dias. T2 = Tratamento 4,0 mg.L* de BAP, letra C, onde: Ca = 14 dias; Cb = 18 dias; Cc = 28 dias; Cd = 30
dias. T3 = Tratamento 6,0 mg.L* de BAP, letra D, onde: Da = 14 dias; Db = 25 dias; Dc = 28 dias; Dd = 32 dias. T4 = Tratamento 2,0 mg.L* de ANA, letra E,
onde: Ea = 11 dias; Eb = 23 dias; Ec = 28 dias; Ed = 32 dias. T5 = Tratamento 4,0 mg.L? de ANA, letra F, onde: Fa = 4 dias; Fb = 18 dias; Ac = 28 dias; Fd = 32
dias. T6 = Tratamento 6,0 mg.L? de ANA, letra G, onde: Ga = 14 dias; Gb = 25 dias; Gc = 30 dias; Gd = 32 dias. Barras = 1,0 cm.



