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Resumo

Diante da importancia da mama-cadela no tratamento do vitiligo, este estudo teve como objetivo aprimorar
técnicas de micropropagacéo para a produgdo in vitro a partir de sementes e segmentos nodais. Plant
Preservative Mixture (PPM) e Hipoclorito de Sédio, em diferentes concentragdes, foram usados para
desinfestacdo de segmentos nodais e sementes. As sementes com tegumento, sem tegumento e eixo
epicotilo-radicula foram testadas em meio 1/2 Murashige e Skoog (MS) para determinar a germinagéo. Para
a multiplicagdo e enraizamento foram usados segmentos nodais axénicos jovens e/ou lignificados, em meio
1/2 MS contendo diferentes concentragdes de citocininas e auxinas. Constatou-se que o PPM a 4,0 e 5,0
mL.L-! proporcionou os menores graus de contaminag&o, enquanto o hipoclorito ndo se mostrou efetivo. As
sementes sem tegumento apresentaram 100% de germinacgdo. Plantulas jovens cultivadas em meio 1/2 MS
com 1,0 mg.L"" BAP produziram maior nimero de brotos, mas estes ndo apresentaram um crescimento
adequado. O melhor crescimento de brotos e raizes foi obtido quando se usaram segmentos nodais
lignificados em meio 1/2 MS com BAP, 1,0 mg.L-' e 2,0 mg.L-" de AIA. O maior potencial de multiplicagéo

ocorreu para sementes sem tegumento e com segmentos nodais lignificados.

Palavras-chave: Mama-cadela. Fitoterapico. Biotecnologia. Cultura de tecidos. Fitoreguladores.
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Abstract

Due mama-cadela importance to treatments against vitiligo, in this study the aim was to improve
micropropagation techniques to in vitro propagation with seeds and nodal segments. Plant Preservative
Mixtures (PPM) and Sodium hypochlorite in different concentrations were used to disinfestation of nodal
segments and seeds. Seeds with and without tegument and epicotyl-radicule axis were tested in 1/2
Murashige & Skoog (MS) medium to determine the germination. For multiplication and rooting, youths and
lignifieds axenic nodal segments was used in 1/2 MS medium with different cytokinins and auxins
concentrations. The PPM at 4.0 and 5.0 mL.L"" proportioned lower contaminations levels, but the
hypochlorite was not effective. The seeds without tegument showed 100% of germination. Young plants
cultivated in 1/2 MS with BAP 1.0 mg.L"" showed higher numbers of shoots, but it did not grow properly,
however the better grow of shoots and roots was obtained when was used nodal segments lignifieds in 1/2
MS with BAP and AIA at 1.0 mg.L™" and 2.0 mg.L"". The higher potential of multiplication occur to seeds

without tegument and with nodal lignified segments.

Keywords: Mama-cadela. Phytotherapic. Biotechnology. Tissue culture. Phytoregulators.

Introducgao

Brossimum gaudichaudii Trecul. (Moraceae) é encontrada nos dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, conhecida vulgarmente como mama-cadela, mamica-de-cadela,
conduru e inharél!! entre outros nomes populares. Estudos fitoquimicos realizados? indicam a presenga de
psoralenos e bergaptenos, pertencentes a classe das furanocumarinas, em todas as partes do vegetal, com
predominancia no cortex da raiz. Essas substancias sdo usadas para o tratamento do Vitiligo e outras

enfermidades, através de aplicagéo topica e ingestdo do medicamentol3-€l,

A demanda por estes farmacos é considerada grande, e a sua obtengdo se da pela retirada de parte ou até
mesmo pela coleta da planta inteira pelas populagées locais e também por laboratérios farmacéuticos. Esta
pratica extrativista vem, ao longo do tempo, diminuindo o nimero de plantas de mama-cadela na naturezal®
191, Qutro fator é a sua insergdo no cerrado, que esta em constante mudanga pela expansao da fronteira
agricola e por queimadas naturais, podendo leva-la a extingdo nesse dominio fitogeografico, assim como
nos outros em que a espécie ocorre. Estudos sobre a conservagao e propagagao desta espécie ajudam a

minimizar a perda da biodiversidade e a sua manuteng&o na naturezal@l.

Os métodos usuais para obtengdo de mudas de espécies nativas sdo por sementes, estaquia, borbulhia e
micropropagacéao. A micropropagacao € uma ferramenta bastante significativa para acelerar a multiplicacao
e produgédo de numero consideravel de novos individuos, bem como para propagar espécies de dificil
multiplicacdo obtendo mudas selecionadas, sadias, livre de fungos, virus, bactérias e com alta qualidade
genétical-18l A dificuldade desta técnica esta na taxa de multiplicagdo in vitro ndo apresentar resultados
satisfatérios, principalmente quando as sementes sao recalcitrantes, apresentarem baixa longevidade e alto

indice de contaminagao endogenal>4l,

Existem varios protocolos que foram estudados para diversas espécies vegetais, porém o sucesso do
procedimento ndo depende s6 do protocolo, mas sim de alguns fatores importantes, como o tamanho de

explante, meio de cultura, regulador de crescimento, estado fisiologico e fitossanitario da planta matriz,
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explante no momento da coleta e a época da coletal'®1613 Neste sentido, estudos de germinagdo de

sementes e propagagao por brotagdes in vitro, se tornam tdo importantest4l,

Embora existam meios de cultura especificos para espécies arbéreas, o mais usual na multiplicagéo in vitro
da mama-cadela é o MS (Murashige e Skoog)1él, que contém substancias essenciais para o crescimento e
o desenvolvimento dos explantes, que aliado ao balango entre a citocinina BAP (6-Benzilaminopurina) e as
auxinas ANA (&cido naftalenoacético), AIB (Acido indolil-3-butirico) e AIA (&cido indol-3-acético), promove
uma maior taxa de multiplicagdo e enraizamentod. No entanto, as pesquisas ja realizadas, para
multiplicagao in vitro de mama-cadela ndo conseguiram estabelecer um protocolo eficiente, principalmente
por suas sementes e propagulos apresentarem um alto indice de contaminantes e o desenvolvimento das
plantulas muito lento. Estes dois fatores tém impedido a obtengdo de uma boa taxa de multiplicagdo e
dificultado o processo de enraizamento das plantulas em laboratoriol'81951. Considera-se que as sementes
de B. gaudichaudii s&o recalcitrantes, perdendo a sua viabilidade apos secagemE!. O objetivo deste trabalho
foi contribuir para estabelecimento de um protocolo para a germinagédo, multiplicagdo e enraizamento de

mama-cadela utilizando diferentes meios de cultura com concentragdes variaveis de citocinina e de auxina.

Material e métodos

Para a condugao dos estudos sobre micropropaga¢do de mama-cadela foram usados segmentos nodais
de brotacdes jovens e sementes. As brotagbes foram obtidas de plantas de mama-cadela da area
arborizada da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goias, no
municipio de Goiania, Goias, no més de outubro de 2017. As sementes foram obtidas de frutos coletados
no municipio de Mairipotaba, localizado na Mesorregido Sul Goiano do estado de Goias, situado na latitude
S17°12”13°, longitude W49'33”53,8° e altitude de 657 m. Os frutos foram colhidos no més de setembro de
2016. Para a multiplicagédo e enraizamento in vitro, foram usados segmentos nodais axicénicos de plantulas

de laboratério em diferentes estagios de lignificacao.

O trabalho de micropropagacao foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Emater,

localizado na Estagdo Experimental Nativas do Cerrado, em Goiania, Goias.

Utilizaram-se os meios de cultura MS - Murashige e Skoog e WPM - Wood Plant Medium em diferentes
concentragdes, de acordo com os objetivos desejados. O meio MS foi suplementado com 6,5 g de agar, 30
g de sacarose e o pH aferido para 5,7-5,8. No meio WPM, somente a sacarose foi alterada para 20 g. Os
meios apos serem distribuidos em recipientes de vidro de 250 mL e, ou tubos de ensaios de 16 cm x 2,5
cm foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121 °C. Apds o estabelecimento das sementes e/ou
segmentos nodais, em camara de fluxo laminar, os experimentos foram mantidos em sala de crescimento

sob irradidncia de 40 umol.m2.s™!, & temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro).
Experimentos de desinfestagao quimica

Os segmentos nodais contendo gemas foliares, coletados no campo, passaram por processos de
desinfestag&o quimica, conforme recomendagéo do fabricante do PPM - Plant Preservative Mixture®2d em
relacdo a coleta e descanso em laboratdrio e, em seguida, foram estabelecidos em meio de cultura 1/2 MS
contendo diferentes concentragbes do PPM®. Os segmentos uniformizados para 2,0 cm foram

estabelecidos em tubos de ensaio com 20 mL do meio 1/2 MS e em diferentes concentragdes de PPM (1,0;
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2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mL.L""). Os seguimentos nodais foram inoculados de forma a estarem totalmente imersos
no meio de cultura, sendo avaliados quanto ao desenvolvimento de contaminantes, por um periodo de 30

dias, com relagéo a: cor do segmento, cor da gema e ocorréncia de brotagoes.

Sementes obtidas de frutos colhidos no ponto de maturagdo maxima, ou seja, com coloragao alaranjada,
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos e imersas em alcool 70% durante 1 minuto. Apés a limpeza,
estas foram usadas para teste de desinfestagdo, em concentragdes diversas de hipoclorito (1,0; 2,0; 3,0 e
4,0 % de cloro ativo) e tempo de imers&o de 10, 20 e 60 minutos e de 12 e 24 horas. Ap6s aplicagdo dos
tratamentos e em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada e, em seguida, retirado o seu tegumento e entdo, inoculadas em frascos de vidro de 250 mL,
com 40 mL do meio 1/2 MS, sem uso de fitoregulador. A avaliagdo da germinagao foi feita aos seis dias, o
numero de sementes contaminadas por um periodo de 20 dias e o desenvolvimento das plantulas aos 60

dias conferindo o tamanho do broto, nimero de folhas e nimero de gemas.
Experimentos de germinagao in vitro

Para estudos utilizando sementes, selecionou-se uma arvore que fosse representativa da espécie, e a
coleta dos frutos foi realizada em uma sequéncia de trés semanas consecutivas, sendo a primeira no dia
17 de setembro de 2016. Na primeira coleta, os frutos se apresentavam na cor verde com pequenos pontos
alaranjados (de vez); na segunda coleta os frutos apresentavam cor amarelo—alaranjado (inicio de
amadurecimento) e na terceira coleta os frutos apresentavam de cor alaranjada intensa (ponto maximo de
maturagao). Para os estudos de germinagao e multiplicagdo foram usadas sementes de frutos da primeira

coleta, no ponto de vez.

No laboratério, as sementes extraidas dos frutos, no ponto de vez, foram lavadas em &gua corrente por 10
minutos e em camara de fluxo laminar, desinfestadas quimicamente com alcool etilico a 70% por 1 minuto,
imersas por 30 minutos em solugéo de hipoclorito com 2,0% de cloro ativo e lavadas trés vezes em agua

destilada e autoclavada.

Em outro experimento, frascos de vidro contendo 40 mL do meio 1/2 MS receberam sementes de mama-
cadela com o tegumento, sem o tegumento e somente o apice germinativo, para avaliar as variaveis
germinagéo (%), tempo médio de germinagdo (TMG) e indice de velocidade de germinagao (IVG)2Y, por um
periodo de 30 dias. Aos 60 dias, as plantulas foram avaliadas quanto ao numero e tamanho dos brotos, niUmero
de gemas e tamanho da raiz, quando se retiraram os segmentos nodais para multiplicagdo. Em seguida, a
planta base, contendo uma gema foliar, foi transplantada para o mesmo meio e mantidas por mais 60 dias,

para rebrota, quando se avaliou o numero de brotos, nimero de gemas e o tamanho do maior broto.

Para a germinacao e crescimento in vitro da mama-cadela, sementes com tegumento foram desinfestadas
quimicamente e estabelecidas em frascos de vidro com 40 mL de meios MS na concentragdo normal (MS);
metade da concentracao salina (1/2 MS) e um terco da concentragéo salina (1/3 MS), e do meio WPM em
concentragdo normal (WPM) e metade da concentragao salina (1/2 WPM). A germinagédo da semente foi
considerada quando se observou o crescimento do eixo epicétilo-radicula, com observagdes aos 20, 30 e
40 dias. Aos 140 dias aferiu-se o crescimento das plantulas através do numero de brotos, nimero de gemas

foliares e o tamanho do maior broto.
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Avaliou-se também, a germinagdo de mama-cadela em diferentes indices de pH. As sementes sem
tegumento provenientes da segunda coleta e que apresentavam cor amarelo—alaranjado, ou seja, no inicio
do amadurecimento, foram desinfestadas quimicamente e inoculadas em recipientes de vidro contendo 40
mL de meio 1/2 MS com o pH ajustado para 3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,0. Em cada tratamento utilizaram-se
sementes com e sem o tegumento e a germinagéo (em %) foi considerada quando houve a formagéo de

hipocotilo com radicula, observadas por um periodo de 30 dias.
Experimentos de multiplicagdo com reguladores de crescimento e origem dos explantes

Na multiplicacédo e crescimento de mama-cadela foram utilizados segmentos nodais de 2,0 cm, contendo
uma gema foliar. Os explantes foram retirados de plantulas de B. gaudichaudii axénicas com 60 dias no
laboratério, onde foi feito um corte em bisel na sua base e, em seguida, estabelecidos em tubos de ensaio
contendo 20 mL de meio 1/2 MS acrescido de ANA 0,3 mg.L"' e BAP (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L""). As avaliagdes

do numero de brotos gerados foram feitas aos 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 dias.

Os estudos de crescimento e enraizamento de mama-cadela deram-se com segmentos nodais de brotagées
mantidas em laboratdrio por 240 dias, que passaram por duas podas apicais que apresentavam lignificacao.
As brotagbes foram divididas em: parte basal, mediana e apice caulinar contendo uma gema lateral. A parte
basal foi caracterizada por apresentar as folhas totalmente expandidas; a parte mediana as folhas estando
em processo de crescimento e o apice caulinar (1° entrend) com as folhas em inicio de desenvolvimento.
Estes explantes foram estabelecidos em tubos de ensaio contendo 20 mL do meio 1/2 MS acrescido de 1,0
mg.L"" de BAP e 2,0 mg.L"' de acido indolacético (AIA). Apos 45 dias avaliou-se o nimero de brotos,

tamanho do maior broto, numero de folhas, nUmero de gemas, nimero de raiz e tamanho da maior raiz.
Analises estatisticas

O delineamento experimental, para todos os experimentos, foi o inteiramente casualizado com 10
repeticdes, sendo cada vidro e, ou tubo de ensaio, com um explante, uma repeticdo. Todos os dados obtidos
para os diferentes ensaios foram submetidos a analise nao paramétrica, com as médias comparadas pelo

teste de Kruskal-Wallis em nivel de 5% de significancial22.

Resultados

Desinfestagao quimica

O uso de PPM, em diferentes concentragbes, para impedir o desenvolvimento de contaminantes no
processo inicial do estabelecimento de segmentos nodais, colhidos no campo, nao foi eficiente, com 100%
de contaminag&o na concentragdo de 1,0 mL.L"! e, nas concentragdes mais elevadas, o indice ficou em
30%. Ao final de 30 dias nenhum explante apresentou brotacéo e apresentavam cor preta indicando morte,
provavelmente pela agao fitotdxica do produto sobre os segmentos nodais e as gemas da mama-cadela
(TABELA 1).
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TABELA 1: Efeito do Plant Preservative Mixture® (PPM) em diferentes concentragdes, na porcentagem de

descontaminagdo, brotagéo e aspecto dos segmentos nodais e gemas de (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae),

aos 30 dias.
Tratamento Contaminantes (%) Brotacao (%) Segn:::::zy:i)e cor Gir;iad; Ac)or

1/2 MS 100 0 0 0
1/2 MS + PPM 1,0 mL/L" 100 0 0 0
1/2 MS + PPM 2,0mL/L"* 60 0 40 40
1/2 MS + PPM 3,0mL/L" 70 0 30 30
1/2 MS + PPM 4,0mL/L" 30 0 70 70
1/2 MS + PPM 5,0mL/L"* 30 0 70 70

A agédo do hipoclorito de sédio como agente descontaminante de sementes de mama-cadela apresentou

diferenca significativa entre as varias concentragdes de cloro ativo. A contaminagéo das sementes iniciou

com 2 dias apos o estabelecimento in vifro e com 20 dias a grande maioria apresentou 100% de

contaminagdo (TABELA 2) e, portanto, ndo apresentaram crescimento de plantulas. As sementes que

germinaram e ndo contaminaram somente os tratamentos, com 1,0% de cloro ativo com 20 minutos e 12

horas de imers&o e 2% de cloro ativo e 1 hora de imersao, tiveram crescimento das plantulas, mas de forma

nao satisfatéria, indicando o alto grau de contaminantes das sementes retiradas de frutos quando colhidos

no ponto maximo de maturacgéo.

TABELA 2: Germinagéo (Ger), Contaminagéo (%) e desempenho médio de plantulas de mama-cadela (Brosimum

gaudichaudii Tréc. - Moraceae) de frutos colhidos no ponto maximo de maturagdo, quando submetidas ao tratamento

com Hipoclorito de so6dio em diferentes concentra¢des de cloro ativo (Cl) e tempo de imersao das sementes.

Germinagao Contaminagao Desenvolvimento
Tratamento (%) (%)

6 dias 2 dias 10 dias 20 dias TBY(cm) NF NG

1,0% Cl por 10 min 40,0d 30,0 f 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
1,0% ClI por 20 min 10,0 f 40,0 e 80,0c 80,0 c 0,6c 0,8a 0,6 b
1,0% Cl por 01 hora 10,0 f 50,0 d 90,0 bc 90,0 bc 0,0d 0,0d 0,0c
1,0% Cl por 12 horas 50,0 c 60,0 c 80,0c 80,0c 1,9b 0,3c 0,5b
1,0% ClI por 24 horas 0,0g 60,0 c 60,0 e 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% ClI por 10 min 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% ClI por 20 min 20,0 e 40,0 e 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% Cl por 01 hora 50,0 ¢ 0,0h 40,0 f 40,0 e 49a 0,7b 1,5a
2,0% ClI por 12 horas 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% CI por 24 horas 10,0 f 60,0 c 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 10 min 0,09 90,0 b 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 20 min 0,09 60,0 c 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 01 hora 10,0 f 90,0 b 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 12 horas 10,0 f 30,0 f 90,0 b 90,0 b 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% CI por 24 horas 10,0 f 40,0 e 90,0 b 90,0 b 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% Cl por 10 min 60,0 b 100,0 a 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% Cl por 20 min 0,09 30,0 f 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 01 hora 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 12 horas 100,0 a 20,09 70,0d 70,0d 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 24 horas 50,0 c 0,0 h 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
*TB=Tamanho do Broto; NF=Numero de Folhas; NG=Numero de Gemas.
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Germinagao de sementes in vitro

No experimento para verificagdo do efeito do tegumento na germinagdo da semente e no crescimento in
vitro da mama-cadela foi possivel observar o efeito positivo da remogédo do tegumento (TABELA 3). As
sementes sem o tegumento germinaram 100% até o 5° dia apos o estabelecimento, e apresentaram um
tempo médio de germinacéo (TMG) de 5 dias e indice de velocidade de germinacao (IVG) igual a 2, ao
passo que, as sementes com tegumento iniciaram o processo de germinacdo no décimo dia, e TMG de 12
dias e IVG de 0,46. Verifica-se, também, que a germinagao das sementes com tegumento se deu ao longo
do tempo atingindo 70% aos 30 dias, indicando que o tegumento se torna uma barreira, dificultando a

uniformidade no processo germinativo.

TABELA 3: — Germinagdo média de sementes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) com
tegumento (SCT), sem tegumento (SST) e, somente, o apice germinativo (AG) e o vigor representado pelo tempo médio

de germinacao (TMG) e pelo indice de velocidade de germinagéo (IVG), ao longo do tempo.

Germinacao (%) Vigor
Tratamento
5 dias 10 dias 15dias | 20dias | 25 dias 30 dias ™G IVG
scT 0,0b 20,0 b 40,0a 50,0 b 70,0 a 70,0 a 12a 0,46b
SST 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a 5b 2a
AG 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a 5b 2a

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

O crescimento das plantulas (TABELA 4), considerando sementes com tegumento e sementes sem
tegumento, diferiu estatisticamente entre si em relagcdo ao niumero de brotos, tamanho do maior broto,
numero de gemas e numero de raizes, destacando os melhores resultados quando usadas sementes sem
tegumento. Enquanto os eixos embriarios sem os cotilédones, apesar de germinarem tanto quanto aqueles
que tiveram apenas a remogao do tegumento, mas apresentaram menor crescimento em raz&o da redugao
das reservas presentes nos cotilédones. Também verificou-se que as plantas, apés a repicagem e mantidas
por mais 60 dias em laboratério, apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos e novamente

as brotagdes advindas de sementes sem tegumento apresentaram os melhores resultados.

TABELA 4: Desempenho das plantulas de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) com tegumento
(CT), sem tegumento (ST) e somente o apice germinativo (AG), ao longo do tempo, em relagdo ao numero de brotos

(NB), tamanho do maior broto (TMB), nimero de gemas (NG) e nimero de raizes (NR).

NB TMB(cm) | NG NR NB ‘ NG ‘ TMB(cm)
Tratamentos
60 dias ap6s germinagéao Rebrota com 140 dias
Semente com tegumento 0,7c 44 c 46b 0,6c 1,0c 0,9b 3,3b
Semente sem tegumento 33a 14,2 a 75a 1,0b 3,1a 21a 7,0a
Apice germinativo 1,6b 6,0b 46b 2,7a 1,5b 0,1c 3,2c

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

A germinacdo média das sementes com tegumento apresentou uma variagéo significativa entre os meios
MS e WPM nas varias concentragdes, por um periodo de 40 dias, sendo que a germinagdo mais efetiva foi
para o meio WPM (100%). Apesar de a germinagéo apresentar-se acima de 70%, em todos os tratamentos,
observou-se que a germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas foram lentos, demonstrados
pelos valores muito pequenos (<2,0) dos numeros de brotos e de gemas e pelo crescimento dos brotos
(TABELA 5).
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TABELA 5: Numero total de brotos de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) ao longo do tempo, em

diferentes concentragdes de BAP, obtidos a partir de plantulas de 60 dias.

Numero de brotos
Tratamentos
5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias 60 dias

1/2 MS 0d 1d 2c 4c 4d 4d 7d

1/2/MS + ANA 0,3 mg/L 1c 2¢c 5b 8b 8b 8b 13b

1/2 MS + ANA 0.3 mg/L. + BAP 4a 5b 8a 10a 10a 10a 20a
1,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 0d 0d 14d dc 6c 6c 1e
2,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 2b 6a 83 a8b 8b 8b 141
3,0 mg/L

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os resultados em relagdo ao efeito do pH na germinagdo e crescimento in vitro de mama-cadela,
evidenciaram diferengas significativas na germinagao para as sementes com tegumento e sem tegumento.
A germinagao das sementes sem tegumento foi 100% em todos os pH testados, enquanto as sementes
com tegumento tiveram os melhores resultados para o pH 4,5 e 5,5 com 90% germinacdo (TABELA 6).
Também foi observado que a germinagao das sementes com tegumento so6 iniciou a partir de 20 dias apds
o estabelecimento. O crescimento e o desenvolvimento das plantulas ndo ocorreram de forma uniforme,
principalmente pela acdo do pH e pelo desenvolvimento de microrganismos contaminantes, em todos os

tratamentos, ndo sendo possivel obter dados sobre as caracteristicas dos brotos.

TABELA 6: Germinagdo média acumulada de sementes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae),

com tegumento (CT) e sem tegumento (ST), em diferentes pH, ao longo do tempo.

Germinacgao (%)
Tratamentos

5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
pH 3,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 40,0c 60,0 ¢ 80,0c
pH 3,5 ST 0,0b 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 4,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 70,0 b 90,0 b 90,0 b
pH 4,5 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 5,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 30,0d 60,0 ¢ 90,0 b
pH 5,5 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 6,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 00e 30,0d 50,0 d
pH 6,5 ST 100,0a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 7,0 CT 0,0b 0,0b 00b 00e 00e 50,0d
pH 7,0 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Multiplicacdo com reguladores de crescimento e origem dos explantes

Os resultados da multiplicagédo e crescimento de mama-cadela por segmentos nodais podem ser conferidos
na TABELA 7. Para a variavel, quanto ao numero de brotos, houve diferenca significativa em fung¢éo da
concentragdo de BAP. Os melhores resultados foram para 1,0 mg.L™" de BAP que atingiu até 20 brotos por
segmento nodal, aos 60 dias em laboratério. Também, verifica-se que a taxa mais alta de BAP (3,0 mg.L™")

equiparou-se aos resultados do tratamento com auséncia deste regulador de crescimento.
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TABELA 7: Numero total de brotos de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) ao longo do tempo,

sob diferentes concentragdes de BAP, obtidos a partir de plantulas de 60 dias.

Numero de brotos
Tratamentos
5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias 60 dias

1/2 MS 0d 1d 2c 4c 4d 4d 7d

1/2/MS + ANA 0,3 mg/L 1c 2c¢c 5b 8b 8b 8b 13b

2MS + ANAO3 mglL +BAP | 5b 8a 10a 10a 10a 20a
1,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 0d 04 1d dc 6c 6c 1e
2,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 2b 6a 8a 8b 8b 8b 141
3,0 mg/L

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Para as variaveis, de crescimento e enraizamento, foram observadas diferencas significativas entre a
posicao de retirada dos segmentos nodais da brotagdo (TABELA 8). O melhor crescimento ocorreu para
os explantes retirados da parte basal da brotagéo, onde se verificou maior nimero de brotagdes, mais bem
estruturadas e um maior tamanho de raizes. A parte apical da brotagcdo destacou-se em relagdo ao numero
de folhas e numero de raizes, fato que pode ser justificado por ser esta a parte de crescimento do broto,

onde as folhas estdo no inicio de desenvolvimento.

TABELA 8: Crescimento e enraizamento médio de explantes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul -
Moraceae) aos 45 dias, em relagdo ao numero de brotos (NB), tamanho do maior broto (TMB), nimero de folhas (NF),
nuamero de gemas (NG), niumero de raizes (NR) e tamanho da maior raiz (TMR) de segmentos nodais retirados da parte

basal, mediana e apical da brotagéo de plantulas de laboratério.

45 dias
Tratamentos
NB TMB (cm) NF NG NR TMR (cm)
Parte basal da brotagéao 1,7 a 34a 2,2b 2,2a 3,6a 2,6a
Parte mediana da brotagédo 09c 1,6c¢c 1,8b 0,6c 21b 0,8c¢c
Parte apical da brotagao 1,4b 2,4b 29a 1,9b 45a 19b

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

A idade do explante nodal se mostrou importante para o estabelecimento, multiplicagdo e enraizamento da
nova plantula. Quando se usaram segmentos nodais de plantulas que estavam lignificadas, mantidas em
laboratério por um periodo mais longo, em torno de 240 dias, foi possivel verificar a emissdo de brotos,
folhas e raizes em menor espago de tempo e a parte aérea da muda vigorosa. Em relagéo as raizes,
observou-se que sdo formadas pelas raizes principal e secundaria, no entanto, estas eram duras e
quebradigas, soltando-se facilmente quando da retirada da muda do meio de cultura. Esta caracteristica
das raizes acabou inviabilizando o processo de aclimatizagdo, pois a muda nZo tinha capacidade de

absorgao dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento.

Discussao

O primeiro aspecto analisado nesse estudo foi a eficacia do PPM sobre a contaminagédo dos explantes, em
que concentragdes maiores que 4,0 mL.L" evitaram a contaminag&o em mais de 70% dos explantes, contudo,
os efeitos fitotdxicos do produto ficaram evidentes pela presenga de segmentos nodais e gemas enegrecidos

e pela auséncia de brotagdo em todos os tratamentos. Estudos com PPM em segmentos de erva-mate
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apresentaram sobrevivéncial'Z, no entanto, n&o foi possivel a sua manutengao in vitro. Segundo o fabricante,
o produto PPM apresenta um pH extremamente acido (3,8) e que se decompde em CO e CO22%, o0 que em
meio liquido pode acidificar mais pela formagédo de HCOs". Assim, as condigbes em que os segmentos nodais
estavam podem ter se tornado acidas, o que deve ter gerado efeitos nocivos sobre a capacidade de absorgéo
de agua e nutrientes, uma vez que sob pH acidos as aquaporinas presentes nas membranas plamaticas das
células vegetais tem sua atividade interrompida, bem como a absorgdo de nutrientes é limitada. O que pode
somar a menor diponibilidade de O para a atividade respiratoria nos segmentos nodais, pois o CO2z apresenta
maior difusividade em meio aquoso, sendo esses aspectos amplamente conhecidos em vegetais23,
Adicionalmente sabe-se que, de modo geral, a capacidade de tamponamento de meios de cultura é baixa e
pode variar ao longo do cultivo, conforme foi demonstrado no cultivo de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
em que houve acidificagéo ao longo do tempol24l. A causa da fitotoxidez observada nos segmentos nodais de
mama-cadela pode estar relacionada aos aspectos descritos anteriormente, uma vez que os segmentos
nodais ficaram totalmente imersos no meio de cultura. Mas, também revelam certa sensibilidade da espécie

as variagdes no pH durante a micropropagacéo.

As variagdes no pH também puderam ser observadas na germinagéo das sementes, sendo verificado que sob
pH mais baixos (3,5) ou mais altos (6,5 e 7,0) houve retardo e/ou redugéo na germinagéo das sementes com
tegumento, o que também pode ser associado a absorgao de agua e/ou nutrientes na membrana plasmatica

de raizes geradas a partir de de sementes intactas.

Outros aspectos tem sido observados em experimentos de micropropagagdo de mama-cadela, como a
ocorréncia de contaminagdes que inviabilizaram a avaliagdo do crescimentol'®519 Apesar o meio WPM ter
proporcionado a maior germinagdo em mama-cadela, em outro trabalho'¥ os autores verificaram que o meio
1/2 MS promoveu um melhor desenvolvimento para as mesmas variaveis avaliadas no presente trabalho, o

que sinaliza o efeito positivo desse meio no crescimento dos brotos de outras espécies e de mama-cadela.

Quando avaliados os efeitos da presenga/auséncia do tegumento, além dos efeitos na germinacéo e as
diferengas no crescimento de brotos, as sementes foram estabelecidas sem o tegumento e foram observadas,
também, em relacdo ao seu aspecto e vigor, indicando que para a multiplicagéo in vitro deve-se retirar o
tegumento da semente de mama-cadela. Este fato também foi relatado em outro estudo?, em que a obtengéo
de melhores resultados foram obtidos quando usadas as sementes sem tegumento para a multiplicagao in
vitro da mama-cadela. As diferengas encontradas no crescimento das plantulas advindas de sementes sem
tegumento, e somente com o eixo embrionario, sdo devidas as limitagbes oferecidas pelo tegumento e a
quantidade de reserva de nutrientes encontrados nos cotilédones da semente. Esta reserva é composta de

amido, proteina e lipideo, que ajuda na manutengéo da plantula até a completa formagéo de suas raizestsl.

O uso de reguladores de crescimento em experimentos com mama-cadela tem demonstrado efeitos distintos.
No presente estudo os melhores ressultados de multiplicagdo foram obtidos com 0,3 mg.L-" ANA + 1,0 mg.L"
de BAP e, também, foram obtidos' resultados melhores em menores concentragdes de reguladores de
crescimento, indicando uma tendéncia na diminuig&o destes, em meio de cultural™l. Apesar de a mama-cadela
apresentar uma boa taxa de multiplicagdo, isto ndo significa uma boa producdo de mudas viaveis em
laboratério, pois os explantes multiplicaram, mas nao tiveram um crescimento adequado, ndo alongaram e
nao enraizaram por um periodo de 120 dias. Os resultados das pesquisas de multiplicagdo de mama-cadela

em cultura de tecidos s&o conflitivos e ndo conclusivos, em relagao a possibilidade de produgéo de mudas
vidveisl'8519],
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Quanto ao fato das brotagbes basais de mama-cadela apresentarem melhor desempenho que as medianas
€ apicais no cultivo in vitro, isso posssivelmente deve-se a maior acumulagao de auxinas naturais nessa regido
dos explantes, uma vez que sdo produzidas nos apices e sao transportadas basipetalmente. E como elas
apresentam efeitos positivos sobre o enraizamento nas regides proximais4), a absorgéo de agua, nutrientes

e o crescimento global dos segmentos nodais dessa regido devem ter sido afetados positivamente.

Conclusao

O PPM e o hipoclorito em diversas concentragdes e tempo de imersdo, ndo se mostraram eficientes por
promoverem fitotoxidez ou possibilitar o desenvolvimento de contaminagées. O tegumento afeta o vigor, o
grau de multiplicacao e de crescimento das brotagdes em explantes obtidos de sementes de mama-cadela,

comprovando que este é um limitador a germinagéo uniforme in vitro.

O pH afeta a geminacéo in vitro de sementes de mama-cadela, sendo recomendado que esteja entre 4,5 e

6,5 para sementes sem tegumento.

O meio 1/2 MS é mais eficiente na multiplicagdo da mama-cadela, sendo que o meio de cultura 1/2 MS com
1,0 mg/L"" de BAP mostrou-se eficiente para a multiplicago in vitro. Os segmentos axénicos e lignificados

promovem melhor crescimento das brotagdes e enraizamento.

Com os resultados obtidos com este estudo, sugere-se que os trabalhos devem continuar, pois a produgéo
de mudas de mama-cadela em cultura de tecidos mostrou-se viavel, desde que se fagam alguns ajustes na
metodologia em relagédo a concentracao dos fitorreguladores para a produgéo de maior nimero de raizes e

formagéo de mudas viaveis.
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