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RESUMO

Este trabaho teve como objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacdo do Juca
(Caesalpinia ferrea Mart) espécie nativa da Amazonia com potencial medicinal, ornamental e
madeireiro. As sementes foram obtidas do Banco de Sementes do Laboratdrio de
Microbiologia e Fertilidade do Solo do INPA e apds o beneficiamento, foram submersas por
30 minutos em solucdo de hipoclorito de sédio nas concentracdes de 0,0%, 0,10%, 0,25 %,
0,50% e 1,0% e inoculadas em meio de cultura de MS basal. O tratamento com 0,25% do
agente desinfestante possibilitou 90% de germinagdo in vitro de sementes. Os explantes
germinados in vitro foram segmentados e inoculados no meio de cultura MS suplementado
com 0,1 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de IBA. Os resultados indicam que 100% de explantes
apresentaram brotacOes e 32,21% desenvolveram sistemas radiculares e auséncia total de
calos. Foi observado que 90% dos explantes originados das gemas desenvolveram brotos com
2,73 cm de altura e maior taxa de multiplicacdo (10,21%). A aclimatacdo de explantes de C.
ferrea foi possivel sem a presenca de raizes desenvolvidas in vitro e, que o substrato terra é o
mais indicado para a aclimatacdo, apresentando 63,33% de plantas vivas. Concluimos que
esta espécie pode ser propagada in vitro, entretanto, é necessario aprofundar os estudos sobre
a aclimatacéo das plantas multiplicadas in vitro na casa de vegetacao.

Palavras-chave: Biotecnologia, Cultura de Tecidos Vegetais, Multiplicacdo in vitro, Planta
Medicinal Amazonica.



ABSTRACT

This project aimed to develop a micropropagation protocol of "Jucd" (Caesalpinia ferrea
Mart), an Amazon native species with medicinal, ornamental and timber potential. Seeds were
obtained from the Seed Bank belonged to the Laboratoty of Microbiology and Soil Fertility at
INPA-Manaus, and after processing, were submerged for 30 minutes in sodium hypochlorite
solution of 0.0%, 0.10%, 0.25%, 0.50% and 1.0% and inoculated in MS basal medium. The
treatment at 0.25% of sterilizing agent allowed 90% of germination of in vitro seeds. The
explants germinated in vitro were targeted and inoculated on MS medium supplemented with
0.1 mg /L of BAP and 0.1 mg /L of IBA. The results indicate that 100% of explants showed
shoots and 32.21% developed root systems and total absence of callus. It was observed that
90% of explants derived from yolks developed shoots with 2,73cm and higher proliferation
rate (10.21%). The Acclimatization of explants of C. ferrea was possible without the presence
of roots grown in vitro, and that the soil is the most suitable substrate for acclimatization with
63.33% of living plants. We conclude that this species can be propagated in vitro, however,
further studies are necessary about acclimatization of plants multiplied in vitro in the
greenhouse.

Keywords: Biotechnology, Vegetal Tissue Culture, in vitro multiplication, Amazon
medicinal plant.
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1. INTRODUCAO

Na Amazonia ha grande diversidade de espécies com potencial para serem utilizadas
com fins ornamentais, cosmético, perfumaria e farmacéutica (CUNHA e PASCOALOTO,
2006). Neste contexto, destaca-se 0 Juca (Caesalpinia ferrea Martius), uma planta medicinal
amazonica pertencente a familia Fabaceae nativa do Brasil, amplamente distribuida
principalmente no Norte e Nordeste (LORENZI, 2002). Estudos cientificos comprovam a
eficdcia do principio ativo “Pauferrol” presente nesta espécie que inibe o crescimento das
células cancerigenas (NOZAKI et al., 2007; OHIRA et al., 2013).

O extrativismo praticado de maneira indiscriminada das populacdes naturais desta
espécie, além de promover a erosdo genética vem contribuindo para a destruicdo do seu
habitat na Amazonia. Estudos das técnicas de propagacdo sexuada e assexuada do Jucé
justificam-se devido a necessidade da obtencdo de mudas para o cultivo comercial e para
programas de melhoramento genético (BENEDITO et al., 2012).

Uma das principais técnicas de cultura de tecidos vegetais € a micropropagacao que
visa a producdo de um grande numero de mudas em curto espaco de tempo. Apesar da
utilizacdo da regeneracdo de plantas in vitro ser conhecida como um dos processos
importantes e revolucionarios dentro da biotecnologia vegetal. E necesséario aprofundar os
estudos sobre 0os mecanismos envolvidos no processo de regeneracdo de plantas a partir de
células isoladas ndo diferenciadas, 6rgdos ou tecidos vegetais cultivados em um meio de
cultura asséptico. O cultivo in vitro possibilita a clonagem de milhares de individuos num
curto espaco de tempo, devido a totipoténcia das células meristematicas dos tecidos vegetais
(ROCHA, 2009; JUNGHANS e SOUZA, 2013).

Uma das peculiaridades da micropropagacdo é a possibilidade do maior controle das
diferentes fases do crescimento dos explantes in vitro. Isso ndo seria possivel sem adicdo de
reguladores de crescimento ao meio de cultura, compostos organicos dos quais em baixas
concentragfes, promovem, inibem, ou, ainda, modificam o crescimento do vegetal quando
cultivados in vitro (HARTMANN et al., 2004). Estes componentes direcionam o metabolismo
do explante para o processo desejado, e os efeitos observados quanto as respostas das células,
tecidos e Orgdos in vitro, variam de acordo com as condi¢des ambientais, o tipo do explante e
0 gendtipo da planta (PASQUAL, 2001).

O tipo e a concentracdo de reguladores de crescimento no meio de cultura sdo fatores
determinantes no crescimento e no padrdo de desenvolvimento na maioria dos sistemas de
cultivo in vitro (HARTMANN et al., 2004).
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Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo para a
regeneracdo in vitro de explantes do Jucd, usando-se os reguladores de crescimento acido
naftalenoacético (ANA), éacido 3-indolacético (AlA), &cido 3-indol-butirico (IBA), 6-
benzilaminopurina (BAP), 6-furfurilaminopurina ou cinetina (KIN) e tidiazuron (TDZ) em
meio de cultura, para inducdo de broto, raiz e calo em brotagdes apicais e segmentos nodais

do Juca.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Classificacdo taxdbnomica de C. ferrea
De acordo com o sistema de classificacdo de Cronquist (1981), a taxonomia do Juca

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo taxondmica da planta Caesalpinia var. ferrea

Taxonomia
Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Subclasse Rosidae
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Espécie Caesalpinia ferrea Martius ex Tulasne var. ferrea

2.2 Distribuicéo geogréfica de C. ferrea

De acordo com Ducke (1953) e Rizzini e Mattos Filho (1968), a C. ferrea Martius
apresenta trés variedades bem caracterizadas. A variedade ferrea (sindnimo: C.
ferrea var. cearensis), com ocorréncia na Regido Nordeste, é forma peculiar a Caatinga, onde
é conhecida principalmente por jucd; a variedade parvifolia e a variedade leiostachya, formas
caracteristica da Floresta Atlantica, onde sdo espontaneas no Rio de Janeiro. Esta ultima é
muito préxima da variedade parvifolia, contudo suas folhas tém de nove a onze pinas e estas
doze a 20 foliolos.

A C. ferrea € uma arvore largamente distribuida nas regides Norte e Nordeste do
Brasil, principalmente nos estados de Amazonas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Piaui e
Pernambuco (ALZUGARAY, 1984; LEWIS, 1987; ULIBARRI, 1996) sendo conhecida por

varios nomes descritos em diferentes estados brasileiros conforme a Tabela 2.
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Tabela 2. Alguns nomes populares de Caesalpinia ferrea divulgados no Brasil.

Nome Estado
Jucd Amazonas
Ibird-obi; imird-obi; imira-ita; jucé e pau-ferro-da-mata Espirito Santo
muira-ita; muird-obi; muirapixuma; mururé; pau-ferro-do-

Pernambuco

norte
Pau-ferro-verdadeiro Rio Grande do Sul
Peroba-sobro Bahia
Quiripiranga Rio de Janeiro

2.3 A Familia Fabaceae

A familia Fabaceae é constituida de 730 géneros e 19.325 espécies, e € subdividida em
trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005;
SOUZA, 2012), situando-se entre as trés maiores familias de Angiospermae (POLHILL et al.,
1981).

A subfamilia Caesalpinioideae reune cerca de 171 géneros e 2.250 espécies (LEWIS et
al., 2005), onde sdo abundantes na América do Sul, Africa tropical e sudeste da Asia
(COWAN, 1981).

Segundo Barroso et al., (1991), as espécies nativas correspondem a 64 géneros e 790
espéecies. A subfamilia Caesalpinioideae distingue-se pelas folhas pinadas ou bipinadas,
raramente simples ou unifolioladas; flores geralmente zigomorfas, com sépalas livres (exceto
em Cercideae), sendo a pétala adaxial sobreposta pelas pétalas laterais adjacentes, quando
estas estdo presentes; o legume € o tipo de fruto mais freqiiente e as sementes ndo apresentam
ranhura hilar e geralmente possuem o eixo da radicula reto (COWAN, 1981; BARROSO et
al., 1991).

2.4 Aspectos morfologicos da familia

De acordo com Lorenzi, (1992) trata-se de uma arvore de 10-15 metros de altura,
possui tronco curto de 40-60 cm de didmetro. Consiste em folhas compostas bipinadas de 15-
19 cm de comprimento, com 5-11 pinas opostas; foliolos em nimero de 8-24 por pina. A
madeira é muita pesada, dura, rigida, compacta, de cor variando de vermelha, castanha até

quase preta, de longa durabilidade natural (Figura 1).
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Figura 1 - Caracteristicas morfolégicas de Caesalpinia ferrea. (A) Planta adulta; (B) Detalhe da folha e
flor; (C) Frutos; (D) Sementes; (E) Tronco e (F) Madeira.

Fonte: Lorenzi, 1992.

2.5 Principios ativos e atividades bioldgicas

Na medicina popular da regido Nordeste do Brasil, o p6 da casca de jucd é
frequentemente usado no tratamento de feridas cutdneas com bons resultados, o que desperta
grande interesse nos estudos biotecnoldgicos e farmacoldgicos dessa espécie (XIMENES
2004; ROQUE et al., 2010).

Algumas das propriedades terapéuticas de C. ferrea tém sido descritas, e incluem o
uso na forma de chas e infusdes para o tratamento de feridas e contusdes, febre, alivio da tosse
cronica, afeccbes hemoptisicas pulmonares (tosses seguidas de sangue), asma
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(BRAGA, 1976), enterocolite e diarreia (BALBACH, 1988), no combate a anemia e diabetes
(SOUZA, 2002).

Estudos cientificos comprovam que o0 jucad possui atividades: antifingica e
antibacteriana (XIMENES, 2004), anti-inflamatoria, antibacteriana e analgésica
(CARVALHO et al., 1996), imunoestimulante (QUEIROZ et al., 2001; SUDHAKAR et al.,
2006) e cicatrizante (OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos realizados por Cavalheiro et al., (2009) indicaram a presenca das atividades
celulasica, amilasica, anticoagulante e, sobretudo, potente atividade larvicida contra Aeades
aegypti no extrato aquoso das sementes de C. ferrea, podendo ser utilizado como importante
ferrramenta no controle da dengue no Brasil.

De acordo com Nozaki et al., (2007) um novo derivado de chalcona denominado
Pauferrol A, foi isolado a partir do caule de C. ferrea e por ser um trimero chalcona foi
fundido por um anel ciclobutano e a sua estrutura foi determinada com base na espectroscopia
de RMN-2D (Figura 2). Este novo trimero chalcona Pauferrol A mostrou potencial atividade
inibidora contra a topoisomerase Il humana, e inibe a proliferacdo das células por meio da
inducdo de apoptose em células de leucemia HL60 humanas (mieloide aguda). Os mesmos
autores afirmam que este foi primeiro relato de isolamento e descricdo da estrutura deste
trimero chalcona e sua atividade bioldgica. Este mesmo estudo foi citado por Veitch & Grayer
(2011) em sua revisdo, e estes ressaltam a importancia da atividade bioldgica e inibidora do
Pauferrol A sobre a topoisomerase Il, que é considerada um alvo clinico para drogas anti-

cancerigenas.

Figura 2. Estrura de Pauferrol A (2°,4°,4-trihidroxichalcona).

HO OH

Fonte: Nozaki et al., 2007.



20

2.6 Informacdes adicionais

A éarvore € util para o paisagismo em geral, apresentando Otimas caracteristicas
ornamentais e proporcionando boa sombra, sendo utilizada principalmente em ruas e avenidas
(LORENZI, 1992; DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; MAIA, 2004). Também é uma
espécie indicada para reflorestamentos mistos destinados a recomposicdo de Areas de
Preservacdo Permanente (APP) que foram degradadas.

Apresenta uma grande importancia também na industria madeireira, por apresentar
madeira muito dura e fibras revessas, dificil de ser desdobrada, de longa durabilidade natural.
E empregada na construcdo civil, na forma de vigas, esteios, caibros, escadas e outros
(LORENZI, 1992; MAIA, 2004). A madeira do juca é muito dura, sendo assim considerada
como 0 “ébano” brasileiro, pois o verdadeiro ébano (Dyospirus ebenum) é uma madeira muito

dura utilizada para a fabricacdo de moveis de luxo na India e Sri Lanka.

2.7 Micropropagacao

2.7.1 Uma visao geral da técnica

A Cultura de Tecidos Vegetais é o conjunto de técnicas utilizadas para cultivar in vitro
células e tecidos vegetais em meio nutritivo sintético, de composicao definida, sob condicdes
adequadas de assepsia, nutricdo e fatores ambientais visando produzir uma nova planta
(RIBEIRO e BASTOS, 2008; RIBEIRO, 2010; CARVALHO et al., 2011).

A cultura de tecidos vegetais consiste no fenbmeno denominado de totipoténcia, ou
seja, qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informacdo genética necessaria a
regeneracdo de uma planta completa (RODRIGUEZ, 1987; TAITZ & ZEIGER, 2004,
TERMIGNONI, 2005; RIBEIRO e BASTOS, 2008).

Essas técnicas apresentam importancia pratica para area agricola e florestal, onde
aparecem como uma das metodologias mais polivalentes que tem como um dos principais
objetivos oportunizar uma alternativa de manipular plantas, inclusive em nivel molecular
quando necessario. Além disso, tem conquistado destacada posicdo na recuperagdo de
doencas; na propagacdo comercial de plantas; no melhoramento genético; no manejo, no
intercdmbio e na conservacao de germoplasma; e em outras aplicagbes com as pesquisas em
fisiologia vegetal e producéo industrial in vitro de compostos secundarios (JUNGHANS e
SOUZA, 2013).
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Neste contexto, a cultura de tecidos de plantas possibilita fornecer ao produtor mudas
de alto padréo genético e fitossanitario em quantidade suficiente para suprir a necessidade do
mercado em curto espacgo de tempo (TOMBOLATO e COSTA, 1998).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos vegetais, a micropropagacao se destaca, uma
vez que esta técnica permite produzir grande numero de plantas em curto espago de tempo e
com garantia fitossanitaria e de estabilidade genética das mudas (CHAVES et al., 2006;
TONIETTO etal., 2008).

A micropropagacéo de plantas representa uma alternativa para a propagacdo comercial
de espécies de interesse econdmico, entre as quais as que apresentam propriedades medicinais
com valor farmacoldgico reconhecido. Embora esta técnica tenha como desvantagem o custo
elevado, a crescente demanda da industria farmacéutica por plantas indexadas, livres de virus,
com alta qualidade fitossanitaria e fisiolégica, bem como com capacidade de sintese de
metabdlitos secundarios potencializada, por meio do melhoramento genético, justificam a sua
utilizagdo (LIMA et al., 2007).

Conforme a Figura 3, 0 sucesso de um protocolo de micropropagacdo depende de
varios fatores durante as etapas como: estado fisioldgico da planta matriz, coleta de explantes,
esterilizacdo dos meios de cultura, condi¢fes de incubagdo, manipulagdo de subculturas e uso
de reguladores de crescimento, meio de cultura, entre outros (GONZALES et al., 2004;
CARVALHO et al., 2006; QUISEN et al., 2008).

Figura 3. Procedimentos realizados para a obtencdo de plantas a partir da micropropagacao.
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2.7.2 Meios de cultura

Os meios nutritivos usados na cultura de tecidos, quanto aos nutrientes, baseiam-se nas
exigéncias de crescimento e desenvolvimento das plantas, com algumas modificacfes para
atender as necessidades especificas das condic¢@es in vitro (SANTOS-SEREJO et al., 2006;
FICK, 2007).

A composicdo dos meios de cultura utilizados na micropropagacdo varia de acordo
com a espécie e as diferentes etapas do processo, ou seja, assepsia, multiplicacdo e
enraizamento in vitro. Dentre os meios de cultura mais utilizados para a micropropagacéo,
destacam-se 0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), Wood Plant Medium - WPM (LLOYD
e MC COWN, 1980) e Gamborg B5 (GAMBORG et al., 1968). O meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) é um meio definido, que consiste de sais inorganicos, vitaminas, carboidrato e
agente gelificante. O meio MS é universalmente usado especialmente para morfogénese,
cultura de meristemas e regeneracdo de plantas e caracteriza-se pela elevada concentracdo em
sais minerais (QUISEN et al., 2008).

O meio Gamborg B5 foi desenvolvido por Gamborg et al. (1968) e contém
quantidades mais baixas de sais minerais, 0 que parece ser preferido pelas células de
determinadas espécies (QUISEN et al., 2008). O meio WPM (LLOYD e MC COWN, 1981)
ou meio para plantas lenhosas é amplamente utilizado para arbustos e arvores em laborato6rios
comerciais. Para complementar as substancias biossintetizadas pela planta, sdo adicionados
varios compostos organicos para suprir as necessidades metabolicas, energéticas e estruturais
das células (CALDAS et al., 1998).

Para Souza et al., (2006) basicamente, 0s meios consistem de uma mistura balanceada
de macronutrientes e micronutrientes, carboidratos, fontes organicas de nitrogénio, vitaminas
e reguladores de crescimento. Os macronutrientes sdo fornecidos ao meio em forma de sais,
contendo nitrogénio na forma de aménio (NH4") ou nitrato (NO3"), fosforo com ions fostato
(HPO.)? e (H,PO,)", enxofre como fon sulfato (SO.)?, e os que sdo absorvidos pelas células
vegetais como cations (Ca*™?, Mg*? e K*). Os micronutrientes s&o Fe, Mn, Zn, B, Cu, Mo, Co e
I, sendo que estes séo utilizados no meio B5 (GAMBORG et al., 1968) ou em misturas mais
concentradas no meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

2.7.3 Reguladores de crescimento vegetal

Os fitormonios vegetais podem ser definidos como substancias naturais ou sintéticas

(fitorreguladores) que s@o adicionados ao meio de cultura, com a finalidade de induzir
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modificagdes nos padrdes de crescimento e desenvolvimento do explante (TERMIGNONI,
2005).

Os reguladores vegetais sdo amplamente utilizados na suplementacdo dos meios de
cultura para suprir deficiéncias hormonais, e também estimular o desenvolvimento da planta
durante todo o processo de micropropagacédo (WERBROUCK e DEBERGH, 1994).

As principais classes de hormdnios sdo as citocininas e auxinas responsaveis pela
inducdo e multiplicacdo de gemas na maioria das espécies de vegetais, com variagdes nas
concentracdes exogenas necessarias (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). A alta relacéo
citocinina-auxina promove a formacéo de brotos, e 0 oposto ocasiona a diferenciacdo da raiz
(GUERRA e NODARI, 2006; MORAES et al., 2007). Entretanto, as concentracdes mais
utilizadas destes horménios, normalmente, giram em torno de 0,1 e 5,0 mg/L (AYUB e
GEBIELUCA, 2003).

Peixoto (2010) descreve que as auxinas sdo produzidas principalmente nas regides
apicais (gema apical) e translocadas de modo polar para a raiz. Esse transporte ocorre
preferenciamente nas células do parénquima associadas ao tecido vascular (TAIZ e ZEIGER,
2009). Para Dixon e Gonzales (1994) as auxinas mais utilizadas na técnica de cultura de
tecidos sdo: AIA (Acido 3-indol-acético), o IBA (Acido 4-indol-butirico), o 2,4-D (Acido 2,4-
diclorofenoxiacético), o ApCFA (Acido pclorofenexiacético) e o ANA (Acido 1-
naftalenoacético).

A acdo das auxinas é verificada na inducdo do alongamento celular e diferenciacéo
de raizes em culturas in vitro, entre muitas outras acdes como: inducdo de embriogénese, o
aumento da friabilidade de calos, o alongamento de entrenos etc, (QUISEN et al., 2008). Os
principais efeitos podem ser resumidos em: a) alongamento celular por mitose e vacuolizacéo;
b) dominancia apical; c) inibi¢do do crescimento da raiz principal, d) diferentes concentracfes
atingem orgdos diferentemente; €) estimula a partenocarpia (frutos sem sementes); f) o efeito
depende do tecido alvo, do meio quimico e da concentragdo (PEIXOTO, 2010).

As citocininas constituem um grupo de reguladores indispensaveis a divisao celular,
quebra de dorméncia apical, inducdo e proliferacdo de gemas axilares e diferenciacdo de
gemas adventicias, inducdo de parte aérea em calos (QUISEN et al., 2008; TAIZ e ZEIGER,
2009).

A concentragéo de citocinina nas plantas pode variar em funcao do 6rgéo considerado,

do estado de desenvolvimento da planta, bem como das condi¢Ges ambientais. De modo geral,
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as maiores concentragdes de citocininas sdo encontradas em regifes meristematicas ou em
0rgdos em crescimento com altas taxas de divisdo celular, como folhas jovens, sementes em
desenvolvimento, frutos e raizes.

No entanto, o meristema apical da raiz é o principal local de sintese de citocininas em
plantas e estas sdo translocadas via xilema para a parte aérea da planta; quando se encontram
nas folhas, sdo relativamente imoéveis (COLL et al., 2001; VIEIRA e CASTRO, 2004; TAlIZ e
ZEIGER, 2009).

Dixon e Gonzales (1994) descrevem que as citocininas mais usadas em cultura de
tecidos sdo a KIN (6-furfurilaminopurina, também conhecida como cinetina), o BAP (6-
Benzilaminopurina), o 2ip (N-Isopentinilaminopurina), Zea (Zeatina) e TDZ (Thidiazuron).
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3. OBJETIVOS

3.2 Objetivo geral
Estabelecer um protocolo para producdo de plantulas de C. ferrea in vitro, visando
futuros programas de melhoramento genético, producdo de metabolitos secundarios assim

como montagem de um banco de germoplasma da espécie.

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar um protocolo de assepsia e germinagéo in vitro de sementes de C. ferrea.

e Avaliar o melhor tipo e concentracdo de citocinina para inducdo de maior taxa de
multiplicacdo in vitro de explantes de C. ferrea;

e Determinar qual a melhor posicdo da gema na haste para produzir a maior taxa de
multiplicacdo in vitro de explantes de C. ferrea;

e Avaliar o melhor meio de cultura e sua diluicdo para a multiplicagéo in vitro de C.
ferrea;

e Avaliar o melhor tipo e concentragdo de auxina que induzird a maior taxa de
enraizamento de C. ferrea;

e Estabelecer metodologia para aclimatacéo das plantulas em viveiro.
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CAPITULO |

MICROPROPAGACAO DE Caesalpinia ferrea Martius
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Resumo

Este trabaho teve como objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacdo do
Jucd (Caesalpinia ferrea Mart) espécie nativa da Amazonia com potencial medicinal,
ornamental e madeireiro. As sementes foram coletadas do Banco de Sementes do Laboratério
de Microbiologia e Fertilidade do Solo do INPA e, apds o beneficiamento, foram submersas
por 30 minutos em solucdo de hipoclorito de sédio nas concentrac6es de 0,0%, 0,10%, 0,25
%, 0,50% e 1,0% e inocoludas em meio de cultura de MS basal. O tratamento com 0,25% do
agente desinfestante possibilitou 90% de germinagdo in vitro de sementes. Os explantes
germinados in vitro foram segmentados e inoculados no meio de cultura MS suplementado
com 0,1 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de IBA. Os resultados indicam que 100% de explantes
apresentaram brotacOes e 32,21% desenvolveram sistemas radiculares e auséncia total de
calos. Foi observado que 90% dos explantes originados das gemas desenvolveram brotos com
2,73 cm de altura e maior taxa de multiplicacdo (10,21%). A aclimatacdo de explantes de C.
ferrea foi possivel sem a presenca de raizes desenvolvidas in vitro e, que o substrato terra é o
mais indicado para a aclimatacdo, apresentando 63,33% de plantas vivas. Concluimos que
esta espécie pode ser propagada in vitro, entretanto, é necessario aprofundar os estudos sobre
a aclimatacéo das plantas multiplicadas in vitro na casa de vegetacao.

1. INTRODUCAO

A Amazodnia possui uma flora riquissima com imenso potencial terapéutico. Dentre as
numerosas familias de plantas encontradas no Amazoénia destaca-se a Fabaceae e em especial
a espécie Caesalpinia ferrea conhecida popularmente como Juca (LORENZI, 2002). E uma
planta medicinal utilizada pela populacdo da regido do nordeste do Brasil, na forma de chas a
partir do pé da casca de Jucé que é usado para o tratamento de feridas cuténeas, febre, aivio
da tosse crbnica, afeccGes homoptisicas pulmonares, no combate a anemia e diabetes
apresentando bons resultados, 0 que desperta grande interesse nos estudos biotecnoldgicos e
farmacoldgicos dessa espécie (XIMENES 2004; ROQUE et al., 2010).

Estudos com C. ferrea realizados por Nozaki et al. (2007) e Ohira et al. (2013),
identificaram atividade cancerigena contra a topoiosomerase Il humana, e inibicdo do
crescimento das células por meio da inducdo de apoptose, podendo ser utilizado como
importante ferramenta no tratamento da leucemia HL60 humana (mieloide aguda). Entretanto,
é necessario aprofundar os estudos farmacoldgicos visando a obtencdo de produtos a serem
utilizados em seres humanos.

O extrativismo praticado nas populagdes naturais da C. ferrea contribuiu para a erosao
genética e a perda de valiosos genotipos da espécie (BENEDITO, 2012). Logo, é necessario
aperfeicoar os métodos de propagacdo visando programas de melhoramento genético ou
plantios comercias. A técnica de micropropagacao possibilita a multiplicacdo de propagulos
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de alta qualidade e rejuvenescidos fisiologicamente em curto espago de tempo e com garantia
fitossanitaria e de estabilidade genética das mudas (CHAVES et al., 2006; TONIETTO et al.,
2008).

Desse modo, este trabalho objetivou estabelecer uma metodologia de propagacao in
vitro de C. ferrea, visando corroborar informacdes relevantes e inéditas que possam ser
utilizadas para a conservacdo e multiplicacdo da espécie, tornando possivel no futuro, o

desenvolvimento de fitoterapicos a partir desta espécie de maneira sustentavel.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da
Escola Superior de Tecnologia — EST/UEA. As sementes de Juca utilizadas foram coletadas
do Banco de Sementes do Laboratério de Microbiologia e Fertilidade do Solo do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) em janeiro de 2014. Esta espécie da familia
Fabaceae foi identificada pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Gomes de Souza e a excicata encontra-
se depositada no Herbario do INPA sob o nimero 228.022.

Os explantes tipo segmento nodal de C. ferrea utilizados nos experimentos de
multiplicacdo foram obtidos a partir de plantulas germinadas in vitro.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25°C+2°C,
60+5% de umidade relativa e 16h de fotoperiodo com intensidade luminosa de
2.0x10" pE.cm .57, provenientes de duas lampadas fluorescentes brancas frias (GE.85W).

Os meios MS, B5 e WP foram constituidos pelos sais e concentra¢cbes mencionados na
Tabela 3. Estes meios foram suplementados com reguladores de crescimento vegetal
especificados em cada experimento, acrescido de 30,0 g/L de sacarose e o pH foi acertado

para 6,0.

2.1 Experimento 1: Assepsia e germinagao in vitro de sementes de C. ferrea

Foram utilizadas 150 de sementes de C. férrea que foram submetidas ao método de
escarificacdo mecanica, de acordo com o seguinte procedimento: as sementes foram
escarificadas em pedra de esmeril para produzir uma pequena abertura para entrada de agua
na semente. Apos a escarificacdo, preferencialmente do lado oposto ao hilo (ponto onde a
semente se prende ao fruto), as sementes foram submetidas a assepsia conforme descrito
abaixo.

As sementes foram lavadas com detergente ODD® neutro e enxaguadas em agua
corrente por um minuto. Em seguida, foram imersas em solucéo de Derosal® 2,0% (v/v) por
1 hora sob agitacdo constante a 100 rpm. E logo apoés, as sementes foram imersas em alcool
70% durante 1 minuto e depois mergulhadas, respectivamente em diferentes solugdes de
hipoclorito de sodio: 0,0%; 0,10%; 0,25%; 0,50% e 1,0% (v/v) por 30 minutos, também sob a
mesma agitacdo. Posteriormente, as sementes foram lavadas por 4 vezes com agua destilada
estéril e entdo, inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS basal,
acrescentado de 30,0 g/L de sacarose e 7,0 g/ L de agar-agar, e o pH foi aferido para 6,0.

Estas sementes foram mantidas em sala de crescimento, e ap0s 30 dias, foram avaliadas
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quanto a presenca ou auséncia de microorganismos, taxa de sobrevéncia e porcentagem de

germinacao.

Tabela 3. Composicdo dos meios basais MS de Murashige & Skoog (1962), B5 de Gamborg et al. (1968) e
WPM de Lloyd & McCown (1980).

Concentracdo dos Componentes para 1 Litro de Meio de Cultura

Componentes Meio MS Meio B5 Meio WP

Macronutrientes (mg/L)

Ca (N03)2.4H20 - - 556
NH; NO3 1,650 - 400
(NH,)2 SO4 - 134 -
KNO; 1,900 2,500 2,500
CaCl,.H,0 440 150 96
MgS0,4.7H,0 370 250 300
KH,PO, 170 - 170
KCI - - -
Na,SO4 - - -
NaH,PO4.H,0O - 150 -
K»S04.4H,0 - - 990
Micronutrientes (mg/L)
MaS0,.4H,0 22,3 - -
MnSO4.H,0O - 10 22,3
ZnS0,4.7.H0 8,6 2,0 8,6
H3BO3 6,2 3,0 6,2
Kl 0,83 0,75 0,83
MoO3 - - -
Na;Mo00,4.H,0 0,25 0,25 -
CuSQO,4.5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 -
FeEDTA (mg/L)
Na,EDTA.2H,0 37,3 - 37,7
FeS0,4.7H,0 27,8 - 27,8
F62(804)3 - - -
Vitaminas e Aminoéacidos (mg/L)
Acido nicotinico 0,5 1,0 0,5
Piridoxina.HCI 0,5 1,0 0,5
Tiamina.HCI 0,1 1,0 1,0
Glicina 2,0 - 2,0
Mio-inositol (mg/L)
Mio-inositol 100 100 100
Sacarose (g/L)
Sacarose 30 30 20
Ph
pH 6,0 6,0 6,0
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2.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentrac@es e tipos de citocininas no nimero médio
e na altura media das brotacdes de segmento nodal de C. ferrea.

Para este experimento foram utilizados 390 segmentos nodais retirados de plantulas de
C. ferrea axénicas crescidas in vitro e foram inoculados em meio de cultura MS
suplementados com BAP, KIN e TDZ nas concentragbes de 0,0; 0,1; 1,0; 3,0 e 5,0 mg/L.
Apos 30 dias de crescimento nesses meios de cultura, os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de explantes com brotacéo, ao nimero de brotos por gema, ao nimero de gemas
por haste, a taxa de multiplicacédo, a altura dos brotos e a presenca de calos e raizes.

2.3 Experimento 3: Efeito de diferentes posi¢cdes da gema na haste quanto ao nUmero médio e
altura média das brotacGes de C. ferrea.

Foram utilizadas 150 plantulas de C. ferrea obtidas a partir de explantes desenvolvidos
in vitro em meio de cultura MS utilizadas neste experimento.

Gemas localizadas em diferentes posi¢cdes no caule foram seccionadas e inoculadas em
meio de cultura MS suplementado com 0,1 mg/L de BAP como mostra a Figura 4. Os
explantes foram mantidos nesse meio de cultura por 30 dias e entdo avaliados quanto a
porcentagem de explantes com brotacéo, ao nimero de brotos por gema, ao nimero de gemas

por haste, & taxa de multiplicagdo, a altura dos brotos e a presenca de calos e raiz.

Figura 4: Localizagdo das gemas em uma plantula de Caesalpinia ferrea

Fonte: Daniel da Silva

2.4 Experimento 4: Efeito de diferentes diluicdes dos meios basais no nimero médio e na
altura média das brotacGes de C. ferrea

Foram utilizados 180 explantes obtidos a partir de plantulas crescidas in vitro em
meios de cultura MS, foram inoculados em meio de cultura WP, MS e B5 nas concentragdes
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originais, bem como em suas concentracBes diluidas pela metade e por quarto, todos
suplementados com 0,1 mg/L de BAP. Apds 30 dias, os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de explantes com brotacdo, ao nimero de brotos por gema, ao nimero de gemas

por haste, a taxa de multiplicacéo, a altura dos brotos e a presenca de calos e raizes.

2.5 Experimento 5: Efeito de diferentes concentragdes e tipos de auxinas no enraizamento
nodais de C. ferrea.

Para este experimento foram utilizado 390 segmentos nodais de 7,0 cm de altura foram
retirados de plantulas de C. ferrea axénicas crescidas in vitro e entdo inoculadas no meio de
cultura MS na concentracdo original, acrescido de 0,1 mg/L de BAP e suplementado com
ANA, AIA e IBA nas concentracbes de 0,0; 0,1; 1,0; 3,0 e 5,0 mg/L. Apds 30 dias de
crescimento nesses meios de cultura, os explantes foram avaliados quanto a porcentagem de
explantes com brotacdo, ao nimero de brotos por gema, ao nimero de gemas por haste, taxa

de multiplicacdo, a altura dos brotos e a presenca de calos e raizes.

2.6 Experimento 6: Aclimatagéo

Para este experimento foram utilizados 150 plantulas multiplicadas in vitro sem raizes
e com parte aérea aproximadamente de 7 cm de altura, e entdo, foram lavadas com agua
destilada até a retirada total de residuos de meios de cultura e posteriormente foram plantadas
em bandejas de polietileno com diviséria com as dimensdes de 41x27x8 cm (comprimento,
largura e altura), compostas, respectivamente, pelos seguintes substratos: himus de minhoca®,
vermiculita® 100% terra vegetal, 100% areia e 1:1:1 terra+areia+vermiculita. Os substratos
foram autoclavados por 1 hora a 120°C.

Estas plantulas foram mantidas cobertas por frascos de vidro transparente durante 30
dias, no Viveiro do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Escola Superior de
Tecnologia EST-UEA, quando ap0s esse periodo, os vidros foram retirados. Apos 30 e 60
dias do plantio, as plantulas foram avaliadas quanto a sua sobrevivéncia ou ndo em ambiente

ex vitro.

2.7 Analises Estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e foram utilizados trés
repeticdes compostas de 10 explantes por tratamento (N = 30). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey com o nivel de 5% de
significancia, utilizando o programa ASSISTAT® verséo 7.7 (SILVA & AZEVEDO, 2009).



33

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1: Desinfestacdo e germinacao in vitro de sementes de C. ferrea.

A assepsia do material vegetal é de fundamental importancia na micropropagacéo e,
sendo efetuada com sucesso, evitara contaminagdo no meio de cultura por fungos e bactérias,
que ocasionam perdas do material vegetativo e do meio de cultura e, por isso, é necessario
enorme cautela em relacédo a esta etapa, desde o corte do material no campo até o manuseio na
camara de fluxo laminar (XAVIER et al., 2009).

Os tratamentos de assepsia realizados em sementes de C. ferrea com a utilizacdo do
hipoclorito de sodio foram eficazes, uma vez que promoveram sementes vivas e axénicas
(Tabela 4). A assepsia indicada para as sementes desta espécie é o tratamento com 0,25% de
hipoclorito de sodio, uma vez que este proporcionou 96,67% de sementes vivas e axénicas, e,
além disso, obtiveram-se as menores porcentagens de contaminacdo: 6,67% por fungos e
auséncia total de bactérias, comparado com os demais tratamentos, o que representa uma
excelente taxa de descontaminacdo, indicando que concentragdes muito baixas desta
substancia sdo eficazes para a desinfestacdo destes explantes. Nos demais tratamentos, houve
baixa contaminacdo por fungos (entre as concentracfes de 0,10%; 0,25%; 0,50% e 1,0%
NaOCIl), sem diferenca significativa entre as concentragcdes de hipoclorito de sédio. Esse fato
pode ser atribuido ao grande potencial do hipoclorito de sodio, que penetra na parede celular
das bactérias, e desativa uma enzima essencial a sobrevivéncia dos microorganismos
(MEYER, 1994).

Assim como constatado neste trabalho, Silva et al., (2012) obtiveram bons resultados
na desinfestacdo de sementes de Myrciaria dubia (camu-camu), expostas as baixas
concentracdes de hipoclorito de sodio, sendo estes 0s que apresentaram maiores taxas de
desinfestacdo ao final de 35 dias apds a inoculacdo, alcangando 0% de contaminagdo.

Resultados semelhantes foram encontrados por RIBAS et al., (2005) os quais
observaram que o uso do hipoclorito de sodio na concentragdo de 0,25% foi satisfatorio para a
desinfestacdo de brotacOes apicais de peroba-rosa, tendo em vista que este tratamento
proporcionou 70% de sobrevivéncia.

Por outro lado, maiores porcentagens de contaminacdes foram obtidas nos
tratamentos utilizados como controle em que ndo se utilizou hipoclorito de sodio e/ou
Derosal®, ou seja, as sementes ficaram imersas em &gua destilada. Nascimento et al., (2007)

testando a desinfestacdo de sementes de Parapiptadenia rigida, verificaram 100% de
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contaminagdo quando as sementes ndo eram submetidas ao tratamento com hipoclorito de
sodio. Esse resultado evidencia a eficiéncia do hipoclorito de sodio na desinfestacdo e

controle da sanidade do material introduzido in vitro.

Tabela 4. Efeito de diferentes concentragcdes de hipoclorito de sodio na desinfestagdo de sementes de
Caesalpinia ferrea

Explantes Contaminacéo Germinacao
Tratamento _ AR
com NaOCl Mortos  Vivos  Fungos Bactérias”  Sementes
(%) (%) (%) (%) (%)
0,0% 100,00a 0,00b 100,00 a 23,67 0,00 b
0,10% 30,00b 70,00a 20,00b * 70,00 a
0,25% 333¢c  96,67a 6,67b * 90,00 a
0,50% 20,00bc 80,00a 10,00b * 80,00 a
1,0% 20,00 bc 80,00a 10,00b * 73,33 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

) Nesta tabela no foi feito o teste de Tukey da presenca de bactérias, porque apenas o controle induziu esta
caracteristica. NA= ndo avaliado.

Os resultados relativos quanto ao percentual total de plantulas germinadas em meio
MS basal encontra-se na Tabela 4. Observou-se que as concentracdes de 0,25%, 0,50%, 1,0%
e 0,10%, de hipoclorito de sédio, promoveram 90%, 80%, 73% e 70% de germinacao in vitro
de sementes de C. ferrea, respectivamente. Estes percentuais de germinacdo sugerem alto
poder germinativo in vitro de C. ferrea, quando comparada com a germinacao dessa espécie
em campo variando entre 50-60% (Lorenzi, 1992) e com outras espécies medicinais, como é o
caso do Pé-de-perdiz (OLIVEIRA et al., 2011) e da Copaiba (NOLETO e SILVEIRA, 2004)
que ndo apresentam boa germinacdo in vitro ou necessitam de periodo mais longo para
germinar.

Portanto, esta espécie possui uma alta e rapida taxa de multiplicacdo, que ¢ o0 nimero
de brotos por gema multiplicado pelo nimero de gemas por haste (SANTOS et al., 2006), de
modo que, apds um més de inoculagéo in vitro, uma unica plantula é capaz de dar origem a 10
novos segmentos nodais em média (Figura 5-D), tornando possivel assim, a proposta de

desenvolver um protocolo de micropropagacgéo para este vegetal a partir desta assepsia.
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Figura 5. Sementes de Caesalpinia ferrea, cultivadas em tubos de ensaios com meio MS basal,
suplementado com sacarose e agar®: (A) contaminada, (B) ndo germinada, (C) germinada e (D) plantula.

.
~

Fonte: Daniel da Silva

3.2 Experimento 2: Efeito de diferentes concentracdes e tipos de citocininas no nimero médio

e na altura média das brotacdes de segmento nodal de C. ferrea.

Os reguladores apresentaram diferenca significativa nas concentracGes em todas as
caracteristicas analisadas conforme é mostrado na Tabela 5. Através dos experimentos
realizados com diferentes concentracGes das citocininas BAP, KIN e TDZ, fica indicado, para
a multiplicacdo in vitro de C. ferrea, o tratamento com 0,1 mg/L de BAP, uma vez que este
proporcionou a maior taxa de explantes com brotagdes (100%), bem como os maiores
numeros de brotos gemas (3,37), gemas por haste (2,70), altura do broto (1,52cm), além de
ndo ter induzido calos, e principalmente por promover 9,09 de taxa de multiplicacdo (n°
brotos x n° gema), sendo o maior valor em relacédo a todos os outros fitorreguladores. Segundo
Santos et al. (2006) a taxa de multiplicacdo € um pardmetro importante por que permite
verificar a velocidade do processo de propagacéo in vitro. 1sso vem comprovar a importancia
do gendtipo na diferenciacdo celular. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), BAP é a
citocinina mais potente para promover proliferacdo de brotacdes de parte aérea, com a
vantagem de apresentar um menor custo econémico.

Estes resultados foram semelhantes ao encontrados por Saha et al. (2012) e Diniz
(2014) respectivamente, que ao avaliarem diferentes citocininas na multiplicacdo in vitro de
Ocimum gratissimum e Rosa chinensis, ambos constataram que o0 maior nimero médio de

brotos e gemas foram produzidos em meio de cultura contendo baixas concentracdes de BAP.
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O mesmo fitorregulador foi também o que mais induziu a maior taxa de explantes com
brotacbes, bem como a formagdo de brotos e gemas em explantes de Eugenia uniflora
(SOUZA et al., 2008), Croton antysphiliticus (OLIVEIRA et al., 2011), Stevia rebaudian
(THIYAGARAJAN e VENKATACHALAM, 2012) e Mandevilla moricandiana
(CORDEIRO et al., 2012).

Convém ressaltar que esta citocinina pode responder de maneira ndo favoravel ao
desenvolvimento in vitro de outras espécies, como exemplos disso foram relatados com
explantes de Copaifera langsdorfii e Byrsonima intermedia que ndo apresentaram nas
concentragfes avaliadas de BAP o aumento de multiplas brotaces como o esperado
(NOLETO e SILVEIRA, 2004; NOGUEIRA et al., 2004).

Quanto a presenca de calos na base dos expantes, as citocininas BAP e KIN (5,0
mg/L), TDZ (1,0; 3,0; e 5,0 mg/L) foram as que promoveram as maiores porcentagens de
calos 90%, 58,89%, 6,67% e 20% e 100%, respectivamente. Porém, foi observado durante o
estudo que a formacdo de calos na base dos propagulos de C. ferrea interferiu no
desenvolvimento dos explantes in vitro, uma vez que o TDZ, juntamente com o KIN,
mostraram-se menos efetivos na taxa de multiplicacdo e altura de brotacGes desta espécie
(Tabela 5).

Assim como nos resultados obtidos em C. ferrea, Santos et al. (2013), ao estudar Erva-
baleeira (Varronia curassavica), Silva et al. (2010,) em seu estudo com Sumauma (Ceiba
pentandra L. Gaertn), e Torres et al., (2005) ao trabalhar com Heliconia rostrata, observaram
que tais plantas também ndo responderam eficazmente aos tratamentos com TDZ e KIN.
Porém, conforme Ribeiro et al. (2010), Moreira (2011) e Bertoni et al. (2013), estes
reguladores de crescimento vegetal proporcionaram melhor capacidade organogénica com
satisfatoria proliferacdo de brotos em Mamoneira (Ricinus communis), Curaua (Ananas
comosus) e Bolsa de pastor (Zeyheria montana), respectivamente.

De acordo com Rezende et al., (2011) os tratamentos acrescidos de pequenas
concentragdes de citocininas, além de menos onerosos, apresentam ainda menor probabilidade
de inducgdo de variagdo somaclonal, que é uma caracteristica imprdpria para um protocolo de
micropropagacao, processo este que produz clones elite de uma determinada espécie e,
alteracbes genéticas nestes individuos podem levar a perda justamente da caracteristica

desejada.
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Tabela 5. Efeitos de diferentes concentracBes e tipos de citocininas no desenvolvimento in vitro de
explantes de Caesalpinia ferrea.

Explantes N° de N° de
Regulador com Brotos Gema Ta_lxa_ de ) Alturado Presenca Presen_ga
Vegetal Brotacdes por Hpaosr[e Mu{g E’(l (£a6a0 I?gr(:;[)o de(oc/iglo o(lg 22')2
(%) Gema ") ey
Controle 76,67 a 1,13cd 2,06 ab 2,32 0,37c 0,00d
BAP (mg/L)
0,1 100,00 a 3,37a 2,70 a 9,09 1,52a 0,00d
1,0 93,00 a 266a 1,76ab 6,37 1,20 ab 0,00d
3.0 93,00 a 256ab 2,15ab 4,68 1,29ab 0,00d
5,0 20,00 bc 1,00cd 1,20 bc 1,20 0,15¢ 90,00 a
KIN (mg/L)
0,1 90,00 a 143¢c 1,73ab 2,47 1,21 ab 0,00d
1,0 86,00 a 140c 2,23ab 3,12 0,70 bc 0,00d
3.0 83,33 a 1,36¢c  2.06ab 2,80 0,80 abc 0,00d
5,0 56, 67 ab 1,46 bc 1,07 bc 1,56 0,79abc 58,89 Db
TDZ (mg/L)
0,1 86,67 a 1,28¢c 16lab 2,06 0,63 bc 0,00d
1,0 86,67 a 123cd 156ab 1,91 0,73 bc 6,67 cd
3.0 83,33 a 1,03cd 1,56ab 1,60 0,65 bc 20,00 ¢
5,0 3,33¢c 0,13d 1,30bc 0,16 0,13c 100,00 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (*) x (**): Taxa de multiplicacdo obtida pelo do nimero de brotos por gema multiplicado pelo
nimero gema por haste (SANTOS et al., 2006).

@Nesta tabela ndo foi feito o teste de Tukey da presenca de raiz, porque nenhum tratamento induziu esta
caracteristica. NA= ndo avaliado.

Com este experimento foi possivel verificar que nenhum dos tratamentos de
citocininas induziu a formacdo de raizes (Tabela 5). Conforme Assis e Teixeira, (1998) o
mecanismo de iniciagdo radicular em tecidos caulinares, principalmente no aspecto da
fisiologia da diferenciagdo, é ainda pouco compreendido, pois os reguladores de crescimento
apresentam efeitos diversos no metabolismo, no crescimento e na diferenciagdo, afetando
outros processos fisioldgicos (ASSIS e TEIXEIRA, 1998).

As citocininas participam ativamente dos processos de divisdo, alongamento e
diferenciacdo  celular, principalmente quando interagem com as  auxinas
(TAIZ e ZEIGER, 2009; PEIXOTO, 2010). Vale ressaltar que a adicdo de citocininas é

favoravel, ou em alguns casos é essencial para o desenvolvimento de explantes in vitro e, a
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concentracdo utilizada depende da espécie e tipo de explante (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

3.3 Experimento 3: Efeito de diferentes posi¢cdes da gema no desenvolvimento in vitro de C.

ferrea.

Para a propagacdo in vitro os explantes mais indicados sdo apices caulinares, gemas
axilares e meristemas isolados, por terem crescimento vegetativo determinado e apresentarem
capacidade de se desenvolverem normalmente quando supridas suas necessidades nutricionais
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os experimentos realizados com diferentes posi¢oes da gema de C. ferrea avaliados
aos 30 dias apresentaram diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% quanto ao numero

de brotos por gema, gema por haste e altura do broto (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito das diferentes posi¢Ges da gema no desenvolvimento in vitro de explantes de Caesalpinia

ferrea.

Posicio da Explantescom  N°de Brotos N°de Gema Taxa de Altura

Ggma Brotacoes por Gema por Haste Mul}iplig*agéo do Broto
(%) *) (%) ) % ) (cm)

1 76,67 a 2,70 b 1,93 ab 511 165b
3 83,00 a 2,66 b 1,63b 4,33 2,25 ab
5 90,00 a 4,66 a 2,33a 10,85 2,73a
7 90,00 a 3,10 ab 2,00 ab 6,20 2,18 ab
9 80,00 a 3,03 ab 1,76 ab 5,33 2,49 ab

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (*) x (**):

Taxa de multiplicacdo obtida pelo do nimero de brotos por gema multiplicado pelo nimero de gema por haste
(SANTOS et al., 2006).

Gemas coletadas em diferentes posi¢cdes da haste foram avaliadas quanto a capacidade
de regenerar novas brotacfes e, com este experimento, verificou-se que as gemas de posicédo
intermediaria (5) induziram uma maior porcentagem de explantes com brotacdo (90%), e
maior taxa de multiplicacdo (10,85%), e, além disso, promoveram o maior numero de brotos
(4,66) e gemas na haste (2,33) quando comparada com as demais gemas, embora ndo haja
diferenga estatistica quanto a porcentagem de explantes com brota¢fes observadas em todas
as posicoes (1, 3,5, 7 e 9) da gema de C. ferrea (Tabela 6).

Respostas semelhantes foram encontradas em estudo realizado com a
micropropagacdo de Jambu (Acmella oleracea), cujas gemas intermediarias induziram a

maior porcentagem de explantes com brotac&o. I1sso demonstra que nem todas as posic¢oes das
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gemas na haste sdo potencialmente Uteis, e ndo devem ser usadas indistintamente no processo
de repicagem, pois nédo fornecerdo explantes uniformes quanto ao desenvolvimento in vitro
(MALOSSO et al., 2008). No entanto, na pratica procura-se utilizar explantes com maior
proporcdo de tecido meristematico ou que tenham maior capacidade de expressar a
totipoténcia (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Em culturas in vitro de quatro variedades de Prunus spp (Mr. S. 2/5, Nemared,
Flordaguard, Nemaguard) foi constatado que as gemas basais promoveram maior
porcentagem de brotacbes (ROCHA et al., 2005). Os mesmos resultados foram obtidos em
culturas de Prunus spp ‘GxN-9”” por RADMANN et al., (2009). Porém, em estudos
realizados com a micropropagagacao de Croton antysphiliticus (OLIVEIRA et al. 2011) e
Macrosyphonia velame (MARTINS et al. (2011), verificou-se que as gemas apicais
promovem a maior porcentagem de explantes com brotacdes e, além disso, maior altura das
brotaces e maior nimero de gemas por haste (6,15), o que possibilitou a obtencdo de um
maior indice de multiplicacdo in vitro para estas espécies. E com os trabalhos realizados por
Reis et al. (2004) e Malosso et al. (2012), observou-se que ndo houve diferenca da posicao
dos explantes para a multiplicacdo de Ipeca e Carobinha, respectivamente.

Trabalhos realizados com outras espécies, a exemplo de Maytenus ilicifolia e
Mandevilla velutina, também mostraram a importancia de se investigar a posicdo da gema
para a obtencdo de maior nimero de brotos por explante (PEREIRA et al., 1995; BIONDO et
al., 2007).

3.4 Experimento 4: Efeito de diferentes dilui¢cbes dos meios de cultura no desenvolvimento in

vitro de C. ferrea.

A alta concentracdo de sais dos meios MS, B5 e WP podem ser inadequadas ao
processo morfogenético de algumas espécies, para isso muitas modificacdes tém sido
sugeridas com intuito de melhorar a adaptacdo das culturas in vitro e a0 mesmo tempo
reducdo dos custos (JESUS et al., 2003). Explantes de C. ferrea foram cultivados em meios de
cultura basais MS, B5 e WP e foram avaliados quanto a porcentagem de brotagdo, a taxa de
multiplicacdo, a altura do broto e presenca ou auséncia de raiz.

De acordo com a Tabela 7, verifica-se que houve diferenca estatistica ao nivel de 5%
de probabilidade em todos os parametros analisados para diferentes dilui¢des dos meios de
cultura MS, MS/2, MS/4, B5, B5/2, B5/4, WP, WP/2 e WP/4,

O meio de cultura B5 na concentracdo original, bem como diluida pela metade e por

um quarto dos meios MS e WP, promoveu bom desenvolvimento dos explantes, entretanto,
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produziu calos na base das plantulas o que representa um inconveniente para a etapa seguinte
que é o enraizamento. O meio de cultura B5 na concentracéo original ou diluida, bem como
0s meios WP e MS nas concentracGes diluidas pela metade e por um quarto, promoveram as
menores taxas de multiplicacdo desta espécie e as trés concentracdes destes dois meios de
cultura induziram as menores alturas de broto (0,89cm, 0,77cm e 0,32, respectivamente),
quando comparadas com os meios de cultura MS e WP na concentracdo original (Tabela 7).
Todos estes resultados evidenciam que a escolha do meio de cultura é extremamente
importante para o sucesso de protocolo de micropropagacéo de C. ferrea com a finalidade de
proporcionar a multiplicacdo de um maior nimero de plantas e deste modo garantir a
conservacao da espécie.

Tabela 7: Efeito de diferentes dilui¢des dos meios de cultura basais, Murashige e Skoog (MS), Gamborg

(B5) e Wood Plant (WP) e suas diluicbes pela metade e pela quarta parte, no desenvolvimento in vitro de
explantes Caesalpinia ferrea.

Meio de  Explantes N° de N° de Taxa de Presenca Presenca
Cultura com Brotos Gema por S~ Alturado ¢
« Multiplicagéo de Calo (@
Basale  Brotacdes por Gema Haste )y ) Broto (cm) (%) Raiz
Diluicdes (%) *) ) 0 (%)
MS 90,00 a 3,36 a 290a 9,74 2,00a 0,00 b
MS/2 66,67 ab 1,56 bc 1,36 bc 3,68 1,02 bc 20,00 a
MS/4 86,67 a 1,83 abc 1,56 bc 2,85 0,89 bc 6,77 ab
B5 70,00 ab 1,50 bc 1,46 bc 2,19 1,05 bc 6,6 ab
B5 /2 73,33 ab 1,50 bc 1,60 bc 2,40 1,09 bc 0,00 b
B5 /4 70,00 ab 1,56 bc 1,63 abc 2,54 1,03 bc 0,00 b
WP 96,67 a 2,96 ab 2,43 ab 7,19 1,42 ab 0.00 b
WP /2 66,67 ab 1,60 bc 1,26 bc 2,01 0,77 bc 0.00 b
WP /4 40,00 b 0,56 ¢ 0,50 ¢ 0,28 0,32¢c 23,00 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (*) x (**): Taxa de multiplicacdo obtida pelo do nimero de brotos por gema multiplicado pelo
namero de gema por haste (SANTOS et al., 2006).

@ Nesta tabela ndo foi feito o teste de Tukey da presenca de raiz, porque nenhum tratamento induziu esta
caracteristica.

Portanto, fica indicado para a multiplicacdo in vitro desta espécie 0 meio de cultura
MS na concentragéo original, uma vez que este tratamento induziu 90% de explantes com
brotacdo e auséncia total de calos, maiores nimeros de brotos por gema (3,36) e gema por
haste (2,96) e, além disso, maior taxa de multiplicacdo (9,74) quando comparado com 0S
demais tratamentos. Entretanto, foi observada diferenga estatistica significativa ao nivel de

5% entre os meios de cultura MS e WP na concentragdo original (Tabela 7). Esse resultado
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corrobora varios trabalhos realizados com plantas da Amazénia a exemplo de Cissus sicyoides
(ABREU et al., 2003), Acmella oleracea (MALOSSO et a., 2008), Ananas comosus
(MOREIRA et al., 2011) além das espécies Baccharis tridentata (KAJIKI e SHEPHERD,
2006) e Allium sativum (LONGO, 2009).

Outro fato importante que pode ser observado na Tabela 7 é que nenhum tratamento
induziu raizes nos explantes, e de acordo com Nascimento (2007), pode ter ocorrido que as
raizes surgidas in vitro no experimento foram provenientes de fitoreguladores enddgenos dos
explantes utilizados e ndo pela presenca do BAP no meio de cultura. Esse dado mostra que 0s
explantes desta espécie podem ser inoculados em meio com BAP, mas que, no entanto, apos
30 dias, devem ser transferidos para outro meio de cultura que contenha auxinas para a
inducdo de enraizamento. Dessa forma, se faz necessaria a montagem de experimentos para o
enraizamento in vitro para o Juca. Além disso, um dos principais fatores que interferem na
propagacdo in vitro € a suplementacdo do meio de cultivo com reguladores de crescimento
vegetal (ASMAR et al., 2012).

3.5 Experimento 5: Efeito de diferentes concentracdes e tipos de auxinas no nimero médio e

na altura média das brotacdes de segmento nodal de C. ferrea.

Na Tabela 8 pode-se observar que houve diferenca estatistica significativa para as
caracteristicas explantes com brotacdes, nimero de brotos por gema, numero de gemas por
haste, taxa de multiplicacdo, altura do broto, presenca de calos e raizes para todos os
tratamentos analisados com ANA, AlA e IBA. No entanto, os tratamentos com 3,0 e 5,0 mg/L
de ANA, AIA e IBA, induziram a formacdo de calos, 0 que € indesejavel para esta
metodologia de cultura de tecidos vegetais, como ja dito anteriormente. Os tratamentos com
1,0 mg/L de ANA, 3,0 mg/L de AIA e 50 mg/L de IBA ndo promoveram raizes e,
consequentemente apresentaram as piores taxas das demais caracteristicas analisadas para a
elaboracdo do protocolo de micropropagacdo. Ja nos tratamentos com controle (testemunha),
0,1 mg/L de ANA, 0,1 e 1,0 mg/L de AlA e 1,0 mg/L de IBA induziram a formacédo de
raizes, porém ocorreu uma diminui¢do da taxa de explantes com brotaces (66,67% para
controle, 0,1 mg/L de AIA, e 1,0 mg/L de IBA, 56,67% para 0,1 mg/L de ANA,; 63,33% para
1,0 mg/L de AIA).

O tratamento com 0,1 mg/L de IBA foi o melhor resultado obtido para enraizamento
in vitro de C. ferrea, uma vez que este proporcionou a maior taxa de explantes com brotacgdes

(80%), maior nimero de brotos por gema (3,20), gemas por haste (2,03), altura do broto
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(1,90 cm), auséncia de calos, taxa de multiplicacéo (6,50) e principalmente por ter induzido a
maior taxa de enraizamento (30%) quando comparado com os demais (Tabela 8).

Assim, fica indicado para o0 enraizamento desta espécie o tratamento com 0,1 mg/L de
IBA por ser usado em menor quantidade que os demais tratamentos, sendo portanto vantajoso
economicamente, pois 0 uso de uma menor quantidade de reguladores de crescimento torna o
protocolo mais barato, além de que menores concentracdes deste induzem menores taxas e
variacdo somaclonal. No entanto, como as taxas de enraizamento ainda sdo muito baixas,
sugere-se que novos estudos com outros reguladores de crescimento sejam realizados
objetivando o aumento considerdvel da taxa média de enraizamento.

O enraizamento sob condi¢des in vitro depende de varios fatores, entre os principais,
encontram-se 0s nhiveis de auxina enddgena, as condi¢des inerentes a planta matriz, como
juvenilidade gendtipo, o meio de cultura, a presenca de reguladores de crescimento e
carboidratos, a nutricdo mineral, a presencga de poliaminas e substancias como carvao ativado
e compostos fendlicos, as condi¢cBes ambientais de crescimento das plantulas in vitro, dentre
outros (MORAES, 2007; SOUZA e PEREIRA, 2007).

Carvalho et al. (2006) relatam que as auxinas mais comumente empregadas nos meios
de enraizamento in vitro sdo 0 ANA, IBA e AIA. E, por isso a maior parte dos trabalhos de
enraizamento in vitro, utilizam as auxinas ANA e IBA, devido a estabilidade em relacéo a
outros fitorreguladores, como por exemplo o AlIA. Mas os resultados quanto ao efeito positivo
e/ou negativo destas auxinas, variam de modo significativo entre as espécies
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; PASQUAL, 2001).

Embora o presente trabalno ndo tenha apresentado bons resultados quanto ao
desenvolvimento in vitro de raizes de C. ferrea expostas a diferentes concentracdes de
auxinas, ha trabalhos que mostram a efetividade destes reguladores. Navroski (2011) cita que
o0 IBA tem sido bastante usado por ndo causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa
de concentracdo e ser eficiente em uma grande variedade de espécies. Asghari et al. (2013) ao
desenvolverem o protocolo de micropropagacédo para "Biji e Dongkui™ cultivares de Myrica
rubra, utilizando as auxinas AlA e IBA, verificaram que o IBA foi o mais eficiente no
enraizamento in vitro desta espécie. Por outro lado, Shah et al., (2013) relata que o0 ANA foi
mais eficaz na multiplicacdo in vitro de Aristolochia indica L. visto que proporcionou o

aumento significativo no nimero de brotos e raizes.
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Tabela 8. Efeitos de diferentes concentracdes (mg/L) e tipos de citocininas no desenvolvimento in vitro de
explantes de Caesalpinia ferrea.

Explantes N° de N° de Presenca
Taxa de Altura  Presenca
Regulador com Brotos Gema por T
x Multiplicacdo do Broto de Calo (@)
Vegetal  Brotagdes por Gema Haste M) (%) Raiz
*) **) X (cm) (%)
(%) (%)
Controle 66,67 a 3,10a 1,90 a 5,89 0,37c 0,00e 3,33 ab
ANA
0,1 56,67 ab 2,36 ab 1,86 a 4,38 1,45 ab 0,00e 16,67 ab
1,0 53,33abc 1,56 abc 1,10 abc 1,71 0,70 bcd 0,00 e 0,00 b
3.0 13,33 cd 0,30 cd 0,30 bc 0,09 0,25cde 40,00cd 3,33ab
5,0 16,67 bcd 0,33 cd 0,33 bc 0,10 0,11de 40,00cd 6,667 ab
AlA
0,1 66,67 a 2,03 abc 1,70 a 3,45 1,28 abc 0,00e 6,67 ab
1,0 63,33 a 2,23 ab 1,46 ab 3,25 0,98 abc 0,00e 20,00 ab
3.0 16,67 bcd 0,53 bcd 0,40 bc 0,22 0,2lcde 66,67bc 3,33ab
5,0 3,333d 0,06 d 0,67c 0,04 0,05de 73,33ab 10,00 ab
IBA
0,1 80,30 a 3,20a 2,03a 6,50 1,90 a 0,00 e 32,21a
1,0 66,67 a 3,13a 2,06 a 6,44 1,27 abc 0,00e 20,00 ab
3.0 53,33 ab 3,16 a 1,93a 6,09 1,09abc 20,00de 0,00b
5,0 0,00d 0.00d 0,00 ¢ 0,00 0,00e 100,00a  0,00b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (*) x (**).

Taxa de multiplicagdo obtida pelo do nimero de brotos por gema multiplicado pelo nimero de gema por haste
(SANTOS et al., 2006).

Estudos realizados com micropropagacdo de Dioscorea alata L. conduzidos por Das et
al. (2013) demonstraram que o meio de cultivo MS suplementado com 2,5 mg/L de AIA, foi
mais eficaz na brotacdo e no enraizamento, quando comparado a baixas concentracfes de
AlA. Entretanto, as auxinas promovem 0 enraizamento, mas nem sempre a porcentagem de
enraizamento e o numero de raizes formadas podem ser maximizados com 0 aumento na
concentragdo de auxina (NAVROSKI, 2011).

De um modo geral, o desenvolvimento do sistema radicular in vitro da Amazonia,
representa um grande desafio a ser alcancado no &mbito de protocolos eficientes, com o
emprego da técnica de micropropagacdo em diferentes espécies, entre elas, encontra-se a C.
ferrea. Sobretudo, a rizogénese in vitro apresenta uma complexidade, devido aos varios

fatores fisicos e bioquimcos que estdo diretamente relacionados com a formacéo de raizes.
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3.6 Aclimatacéo

A aclimatacdo € um procedimento critico de todo protocolo de micropropagacéo, para
diversas espécies ja relatadas na literatura. Se as condi¢cBes ambientais e a elaboracdo do
substrato ndo forem cuidadosamente controladas, corre-se o risco de perder grande quantidade
de plantas e, consequentemente frustrar todo o trabalho de meses, obtidos nos estagios I, Il e
I1l do processo, como estabelecimento dos explantes, multiplicacdo dos propagulos e
enraizamento das plantas, respectivamente (ROCHA, 2013).

A andlise estatistica revelou que houve diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade entre os substratos avaliados, quanto a porcentagem de sobrevivéncia apos 30 e
60 dias do transplantio (Tabela 9). O substrato terra foi o que proporcionou 0 maior
percentual de sobrevivéncia (63,33%) de plantulas regeneradas em condigdes de viveiro,
porém o mesmo substrato ndo diferiu significativamente dos substratos areia (50%) e
areia+terra+vermiculita (1:1:1). Ainda na Tabela 9 verificou-se que o menor percentual de
sobrevivéncia ocorreu quando as plantulas foram cultivadas em substrato comercial de humus
de minhoca® (10%). Nesta mesma tabela, apds este mesmo periodo pode-se verificar uma
queda de plantas aclimatadas nos substratos terra de 90% para 63,33%, areia de 70% para
53,37%, vermiculita de 70% para 30,67% e na combinacdo (1:1:1) de
areia+terra+vermiculita de 80,67% para 50%.

Para a aclimatacdo das plantulas de C. ferrea fica indicado o substrato terra, que
proporcionou melhor indice de sobrevivéncia e, ap6s 60 dias de plantio as plantulas
permaneceram verdes e vigorosas (Figura 6). Esta planta cresceu e desenvolveu-se
rapidamente neste substrato, quando comparada com os demais tratamentos, visto que este €
semelhante ao que esta espécie encontra em ambiente natural e sendo mais propicio a
utilizacdo como recurso nutricional. Deste modo pode-se aferir que esta grande diferenca de
indices de sobrevivéncia ocorreram devido a capacidade de retencdo de &gua no solo. Este
resultado mostra a possibilidade de aclimatagédo com substrato de baixo custo, corroborando
com os resultados encontrados por Vicente et al. (2009) e Silva et al. (2014) que também
registraram resultados satisfatorios deste substrato na formacao de mudas de aluma (Vernonia
condensata) e noni (Morinda citrifolia).

O sucesso da aclimatagdo pode ser atribuido a associacdo dos seguintes fatores: uso de
solo autoclavado, controle de temperatura e umidade. Esses fatores certamente facilitaram

uma passagem da condicdo heterotrofica para autotrofica.
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Tabela 9. Porcentagem de explantes de Caesalpinia ferrea que sobreviveram a aclimatagdo em
diferentes tipos de substratos.

Tempo de Aclimatacao

Substratos (%0)
30 dias 60 dias
Hamus de Minhoca ® 23,33 b 10,00 b
Vermiculita® 70,00 ab 36,67 ab
Terra 90,00 a 63,33 a
Areia 70,00 ab 53,37 ab
Terra+Areia+Vermiculita (1:1:1) 86,67 a 50,00 ab

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

Figura 6. Plantulas de Caesalpinia ferrea plantadas em bandejas de polietileno cobertas com vidro
transparente durante 30 dias (A) e, apds 60 dias (B) de plantio.

Fonte: Daniel da Silva

O procedimento de aclimatacdo das plantas segundo Girardi & Pescador (2010),
consiste na adaptacdo das plantas as condi¢cGes ambientais apds a remoc¢édo das condic¢des in
vitro, antes do transplante para local definitivo, método que por vezes acarreta baixo indice de
sobrevivéncia das mudas em detrimento de baixa taxa fotossintética, deixando o vegetal ndo
completamente autotréfico. Conforme Hartemann et al. (2004) o substrato deve proporcionar
adequado equilibrio de umidade, aeracdo, consisténcia, nutrientes, auséncia de patdgenos e
sementes de plantas infestantes para o bom desenvolvimento da muda.
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Um dos fatores que influenciou no elevado indice de mortalidade das plantas
enraizadas esta relacionado a contaminagdo por fungos que ocorreu em viveiro. Essa
contaminacdo foi observada apenas no substrato de humus de minhoca utilizado e
comprometeu a fitossanidade das plantulas. Quando os frascos de vidro, depositados sobre as
plantulas com fungdo de manter a umidade, foram retirados, observou-se grande incidéncia de
fungos no substrato. Os préximos experimentos de aclimatacao deverdo ser realizados a partir
em condicdes de estufa com irrigacdo pulverizada, o que € mais indicada ao processo de
aclimatacdo (MALOSSO, 2007).

Técnicas de aclimatacdo visam proporcionar maior gradualidade na transi¢do entre o
ambiente in vitro e o externo. Dentre estas técnicas, destacam-se a utilizagdo dos sistemas de
“mist” e “fog”, que contribuem para manter o turgor vegetal e diminuir a demanda
evaporativa (TAVEIRA, 2011).

Ainda segundo Taveira, (2011) existem outras técnicas que podem auxiliar na
aclimatacdo de plantulas, como é o caso do sistema Vitro-Plug™ comercialmente conhecida
como Jiffy-Pellet 7C®. O mesmo pode substituir o Estagio 111 in vitro, normalmente feito no
laboratério de micropropagacdo. Além disso, existem outros metodos de sistema que
possibilitam o desenvolvimento na aclimata¢do, minimizando o “choque de transplantio” tais
como Preforma® e Jiffypot®.

Entretanto, durante a fase de aclimatacéo, o estresse hidrico das plantas é geralmente
0 maior problema, assim como a manutencdo da umidade relativa alta, desde a retirada das
plantas do meio de cultura até a retomada do crescimento, visto que € um fator crucial para a
sua sobrevivéncia (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Diversos estudos realizados reportam que o sucesso da fase de aclimatacdo esta
diretamente relacionada a plantulas que apresentam raizes bem desenvolvidas in vitro
(BIONDO et al., 2007; LEDO et al., 2007; SILVA et al., 2008; SUNGKUMLONG e DEB,
2009) no entanto, mesmo sem a presenca de raizes nos propagulos de C. ferrea a porcentagem

de sobrevivéncia, ao processo de aclimatacao, foi elevada.
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. CONCLUSAO
Esta espécie pode ser propagada in vitro, entretanto, é necessario aprofundar os
estudos sobre a aclimatagdo das plantas multiplicadas in vitro na casa de
vegetacao.
A assepsia e a germinacgdo in vitro de C. ferrea foi eficiente com a utilizacdo dos
agentes antimicrobianos.
A multiplicacdo de explantes de C. ferrea é dependente de fitorregulador, sendo a
citocinina BAP a mais indicada.
Explantes em diferentes posicdes da gema e a presenca da citocinina no meio MS
basal mostrou que a posicdo 5 da gema de C. ferrea ¢ a mais adequada para
multiplicacdo in vitro.
Explantes e propagulos desenvolvem-se melhor em meio de cultura MS nutritivo
na sua concentragdo original.
Os resultados obtidos com os experimentos de auxinas ndo foram eficientes para o
enraizamento in vitro de C. ferrea. Desta forma, apontam-se a necessidade de
novos estudos e experimentos aprofundados relacionados ao enraizamento in vitro
desta espécie.
A aclimatacdo de plantulas de C. ferrea é possivel sem a presenca de raizes

desenvolvidas in vitro.
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