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Influéncia do acido naftalenoacético (ANA) e do carvao ativado no alongamento de
explantes de pequizeiro estabelecidos in vitro'

INTRODUGAO

O Cerrado é a maior regido de savana tropical
da América do Sul e o segundo bioma brasileiro em
extensdo. Ocupa aproximadamente 24% do territd-
rio brasileiro, possuindo uma area total estimada em
2.036.448 km?. A area abrange o Distrito Federal e
dez Estados: Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Tocantins, Maranhdo, Bahia, Piaui, Minas Ge-
rais, Sdo Paulo e Parana, somando aproximadamen-
te 1.330 municipios (IBGE, 2010).

Segundo Ribeiro e Walter (2008), a diversi-
dade de fisionomias do Cerrado pode ser verificada
pela existéncia de 11 tipos principais de vegetagao.
Existem as formagdes florestais (Mata Ciliar, Mata de
Galeria, Mata Seca e Cerradao), as savanicas (Cer-
rado sentido restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e
Vereda) e as campestres (Campo Sujo, Campo Lim-
po e Campo Rupestre).

O Brasil possui ampla diversidade de espécies
vegetais oleaginosas, as quais podem ser encon-
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tradas distribuidas por todo o territério nacional. O
pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.) € uma
dessas espécies, sendo considerado simbolo das re-
gibes de Cerrado e que apresenta importancia eco-
ndémica e social.

A familia Caryocaraceae inclui dois géneros e
cerca de 25 espécies, mas no Brasil ocorrem dois
géneros e 13 espécies, sendo dez espécies do géne-
ro Caryocar e trés do género Anthodiscus (SOUZA,;
LORENZI, 2005).

O pequi é considerado uma das espécies nati-
vas do Cerrado de maior interesse econdmico, prin-
cipalmente devido ao uso do fruto na culinaria, a ex-
tragao de 6leos para a fabricagao de cosméticos e as
propriedades terapéuticas (ALMEIDA; SILVA, 1994).
Na medicina popular, é utilizado para o tratamento
de problemas respiratérios e como afrodisiaco, e as
folhas sdo adstringentes, além de estimularem a pro-
dugdo de bilis (ALMEIDA; SILVA, 1994; BRANDAO;
LACA-BUENDIA; MACEDO, 2002).
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O pequizeiro é uma frutifera de grande impor-
tancia na regido Norte de Minas, onde o extrativismo
dos frutos € de significativa relevancia para a alimen-
tagédo do sertanejo, além de constituir fonte de renda
(CHEVEZ POZO0, 1997). Para os produtores rurais do
Norte de Minas Gerais, o pequi contribui com 17,73%
da renda familiar, atras apenas do feijao (33,52%) e
da mandioca (32,64%) (CHEVEZ POZO, 1997).

Do pequizeiro utilizam-se todas as partes (ma-
deira, casca, folhas, raiz, fruto e améndoa), com em-
prego especifico (mdveis, tintas, ornamentagéo, uso
medicinal, na industria cosmética e na alimentagéo)
(MARQUES, 2001; SANTOS, 2004).

A medida que ocorre a destruicdo das vege-
tacdes nativas, especialmente por conta do desma-
tamento, da expansao das cidades dentro do bioma
Cerrado, e do extrativismo intensivo dos frutos do
pequi, dentre outros problemas, consequentemente,
ha maior ameacga da conservagdo da variabilidade
genética do pequizeiro.

Em funcéo disso, o extrativismo excessivo do
pequizeiro pode propiciar perdas de material genéti-
co da espécie, sendo que praticamente toda a coleta
€ destinada a comercializagdo e ao consumo, inclu-
sive frutos originados de gendtipos de alta qualidade,
0 que impede a sua proliferacédo natural.

Esta Circular Técnica traz uma abordagem so-
bre a influéncia de fitorreguladores na micropropaga-
¢ao de segmentos nodais provenientes de sementes
estabelecidas in vitro.

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (Labbiotec) do Campo Experi-
mental do Gorutuba (CEGR) da EPAMIG Norte, em
Nova Porteirinha, MG.

Foram colhidos frutos de pequizeiros, oriundos
de plantas-matrizes com caracteristicas agronomica-
mente superiores, situados no Norte de Minas Gerais,
nas proximidades do municipio de Montes Claros. Os
frutos, apos a colheita, foram transportados para o
Laboratdrio, depois de uma selecao visual daqueles
isentos de sintomas causados por doengas. Em segui-
da, os frutos foram submetidos a limpeza, descasca-
dos e despolpados manualmente. Os carogos obtidos
foram levados para desidratacdo sob luz solar e em
local ventilado, durante um periodo de 30 dias.

ApOs esse periodo, procedeu-se a escarifica-
¢ao fisica, pela remogéo da casca seca, do mesocar-

po e dos espinhos, com auxilio de um esmeril. Em
seguida, o material foi conduzido ao Laboratério, e
a retirada do endocarpo foi realizada com um alica-
te. Optou-se por continuar a escarificagéo fisica com
uma ferramenta menor, para obter maior controle
manual e ndo danificar a semente, depois da retirada
total do endocarpo.

As sementes, também chamadas améndoas
ou putamens, foram levadas para embebigdo em
solugdo aquosa de acido gibereélico (AG,), na con-
centracéo de 350 mg/L, durante 24 horas, visando
aumentar a porcentagem de germinagdo in vitro
(BERNARDES et al., 2008).

Em camara de fluxo laminar, foi realizado o pro-
cesso de desinfestagdo das améndoas, imergindo-as
por 1 minuto em alcool 70%. Em seguida, realizou-se
uma nova imersao, durante 10 minutos, em hipoclo-
rito de sdédio (NaClO) (1,5% a 2,0% — concentragao
comercial) e, posteriormente, a triplice lavagem com
agua destilada e autoclavada.

Apos todas essas etapas, as sementes do pe-
quizeiro foram colocadas em frascos autoclavados,
contendo meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD;
MCCOWN, 1980) acrescidos por 800 mg/L de aci-
do ascorbico, 400 mg/L de polivinilpirrolidona (PVP)
e 7,0 g/L de agar. O pH do meio WPM foi ajustado
para 5,8 e autoclavado a 120 °C por 20 minutos.
Os frascos foram mantidos no escuro, em sala de
crescimento, com temperatura de 25 °C £ 1 °C. Apos
um periodo de 30 dias, algumas sementes germi-
naram in vitro, outras sofreram oxidagao, e outras,
contaminagoes fungica e/ou bacteriana. As plantulas
normais, com auséncia de sintomas e/ou sinais de
patdgenos, foram selecionadas para servirem de ma-
terial biolégico para a composi¢ao do experimento de
inducao in vitro.

Estabelecimento in vitro de sementes do pe-
quizeiro e segmentos nodais

Apds a avaliagdo do numero de brotagoes,
os explantes de pequizeiro permaneceram em meio
WPM padrao, ou seja, sem a presenga de regulado-
res de crescimento por 30 dias, a fim de padronizar
as condigdes de cultivo in vitro para a continuidade
do estudo. Apds esse periodo, foram selecionadas
as brotagbes que apresentavam melhor vigor vegeta-
tivo, as quais foram repicadas em segmentos nodais
com auxilio de bisturi e de pinga, constantemente es-
terilizados.

Os segmentos nodais obtidos foram colocados
em tubos de ensaios, contendo 40 mL de meio WPM
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(LLOYD; MCCOWN, 1980), acrescidos por 30 g/L de
sacarose, 800 mg/L de acido ascorbico, 400 mg/L de
PVP, 7,0 g/L de agar, e concentragdes de carvao ati-
vado combinadas com diferentes concentracdes de
acido naftalenoacético (ANA), as quais consistiram
os tratamentos deste estudo. O pH do meio WPM
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (120 °C
e 1 atm por 20 minutos). Os explantes mantiveram-
se em presencga de luz com fotoperiodo de 16 ho-
ras, temperatura de 25 °C + 1 °C, e com irradiancia
de fotons de 36 ymol m?/s em sala de crescimento.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualiza-
do (DIC) experimental, em esquema fatorial 5 x 3,
com cinco concentragées de ANA (0; 1,0; 2,0; 3,0;
4,0 mg/L), trés concentragbes de carvao ativado
(0; 2,0; 4,0 g/L) e cinco repetigdes.

Analise estatistica

Aos 45 dias apés a implantagdo do experimento,
foram avaliadas as variaveis alongamento dos explan-
tes (mm), com auxilio de paquimetro digital, presenca
ou auséncia de enraizamento e oxidagdo. Os dados
foram submetidos a analise de variancia peloteste F, e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio
do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

AVALIAGCAO DOS RESULTADOS

Com relagéo a variavel “alongamento” e se-
gundo a analise de variancia, verificou-se efeito sig-
nificativo apenas para o tratamento com carvao ati-
vado, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Anadlise da varidncia dos tratamentos com acido
naftalenoacético (ANA), carvao ativado, e inte-
racdo ANA com carvao ativado em explantes de
pequizeiro cultivados in vitro

FV GL QM
ANA 4 68.902662"
Carvéo ativado 174.426801*
ANA*Carvao ativado 8 58.536373"
Erro estatistico 60 44.989935
Total corrigido 74 -
CV (%) 61,54 -

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Nota: Dados referentes aos tratamentos com acido naftale-
noacético (ANA) e carvao ativado.
FV - Fonte de variagéo; GL - Grau de liberdade; QM -
Quadrado médio; CV - Coeficiente de variagdo; ns -
nao significativo; * Significativo a 5%.

O coeficiente de variagao (CV) apresentou va-
lor superior, provavelmente por este tipo de estudo
nao proporcionar uma elevada padronizagao dos ex-
plantes, pois estes variaram moderadamente na for-
ma e no comprimento, afetando a homogeneidade
dos tratamentos. Dessa forma, cada explante pode
apresentar um comportamento diferente, acarretan-
do em elevado valor de CV.

Os efeitos positivos do carvao ativado estéo
relacionados, principalmente, com a funcao de reter
substancias toxicas presentes no meio de cultura,
como por exemplo, o 5-hidroximetilfurfural (HMF),
que € produzido a partir da desidratacéo da saca-
rose no momento da autoclavagem, ou substancias
inibitérias presentes no agar, ou também por reduzir
a acao de metabdlitos téxicos, tais como substan-
cias fendlicas, etileno e acido abscisico (ABA) que
séo eliminados pelo explante (PAN; STADEN, 1998;
THOMAS, 2008).

Ao analisar isoladamente o efeito do ANA e da
interacdo ANA x carvao ativado, ndo foi observado
efeito significativo no alongamento dos explantes do
pequizeiro (Tabela 2).

Observa-se que a concentragdo de 4 g/L de
carvao ativado promoveu maior alongamento dos ex-
plantes in vitro, com média de 13,65 mm de compri-
mento do caule de pequizeiro (Fig. 1), apesar de nao
ter diferido estatisticamente da concentragao de 2 g/L
de carvao ativado, que promoveu um alongamento
de 10,65 mm dos explantes in vitro. Embora a maior
concentragao de carvao ativado testada proporcionar
um maior alongamento dos explantes de pequizeiro,
o custo de producgao in vitro de mudas deve ser ana-
lisado. E mais viavel econémica e estatisticamente
utilizar-se a concentragéo de 2 g/L de carvao ativado,
uma vez que nesta fase reduzira em 50% o uso e,
consequentemente, o custo deste reagente.

Resultados semelhantes foram observados
por Galdiano Junior et al. (2012), que obtiveram
maior eficiéncia de desenvolvimento in vitro das
plantulas de Cattleya loddigesii, com o uso do meio
de cultura Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado de carvao ativado e
sob luz branca. Gomes et al. (2010) obtiveram maior
eficiéncia de desenvolvimento in vitro na formacgao
de raizes em explantes de Maclura tinctoria L., ao
combinarem carvao ativado com a auxina acido in-
dol-3-butirico — acido indolbutirico (AIB).

Os resultados obtidos neste estudo indicaram
que o ANA, analisado isoladamente e em interagcéo
com carvao ativado, ndo apresentou significaAncia no
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Tabela 2 - Comprimento de explantes de pequizeiro em fungao da interagdo ANA x carvao ativado aos 45 dias de cultivo in vitro

Carvéo ativado
/L
ANA 0 2 o 4 Média
(mg/L) . .
Comprimento da parte aérea
(mm)

0 9,03 a 6,79 a 8,07 a 7,96 a
1 8,81a 5,87 a 149 a 9,86 a
2 7,45 a 18,61 a 15,15 a 13,74 a
3 8,77 a 12,12 a 13,66 a 11,52 a
4 7,86 a 9,85a 16,47 a 11,39 a
Média 8,38 B 10,65 AB 13,65A

Fonte: Elaboracéo dos autores.

Nota: Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maiusculas na linha, diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.
ANA - Acido naftalenoacético.

Figura 1 - Explante de pequizeiro

Nota: Cultivado em meio Wood Plant Medium (WPM)
acrescido por 4,0 g/L de carvao ativado apresentan-
do alongamento do caule (seta).

alongamento dos explantes de pequizeiro. Possivel-
mente, a concentragao testada deste regulador pode
nao ter sido ideal para tal efeito, ou porque, especi-
ficamente esta auxina, ndo conseguiu proporcionar
os resultados esperados. Além disso, alguns tecidos
séo totalmente dependentes da presenca de regula-
dores para regenerar e outros sdo autossuficientes
(GEORGE, 1993).

Warley Rafael Oliva Brandédo

Com relagédo a variavel enraizamento, até o
periodo de avaliagdo nao foi verificada a formagao
de raizes em nenhum dos tratamentos. Santos ef al.
(2006) ao verificarem o efeito da auxina AIB e car-
vao ativado sobre a rizogénese in vitro do pequizei-
ro, constataram que este regulador é essencial no
processo de indugédo de raizes em brotagdes desta
espécie vegetal. Como diferentes auxinas tém res-
postas diferentes in vitro, a presenca de uma ou ou-
tra possivelmente ocasionara efeitos divergentes.
Provavelmente, o tempo em que estes explantes fi-
caram expostos a luz na sala de crescimento pode
nao ter sido, ainda, suficiente para que o regulador
de crescimento desse continuidade aos processos
metabdlicos da planta, e esta desenvolvesse o seu
sistema radicular.

A formagéo de raizes foi observada apos um
periodo de 80 dias em que alguns tratamentos per-
maneceram em contanto com o meio WPM, contendo
carvao ativado e sob luz branca (Fig. 2), entretanto, a
quantidade destas nao foi suficiente para proceder a
analise estatistica.

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998),
geralmente o enraizamento de espécies herbaceas é
facil, porém, o mesmo nao ocorre com as espécies
lenhosas. O enraizamento de lenhosas é dependen-
te da relagdo entre os niveis de auxina e citocinina,
da participagédo de outras substancias reguladoras de
crescimento, da influéncia de cofatores e de fatores
fisiologicos e externos (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

Gomes (1999) relata que o carvéo ativado é
muito importante para indug¢ao da rizogénese in vitro,
uma vez que apresenta a capacidade de fixar auxinas
e reter fendis, sendo, de forma geral, benéfico, por
promover o alongamento das raizes. Neste estudo,
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Figura 2 - Explantes de pequizeiro subcultivados em meio
Wood Plant Medium (WPM) acrescido por car-
vao ativado

Nota: Apresentando enraizamento (setas).

nao foi observada a formacgao de raizes em nenhum
dos tratamentos em que os meios eram isentos de
carvao ativado. Em algumas espécies, o carvao ati-
vado pode beneficiar o enraizamento, por meio da
remogao dos inibidores da rizogénese que sao libe-
rados por alguns explantes, ou por alguns compos-
tos presentes no meio de cultura (ARDITTI; ERNST,
1992; GEORGE, 1993; PAN; STADEN, 1998).

Gomes et al. (2010) obtiveram inducdo sa-
tisfatéria de rizogénese in vitro na espécie lenhosa
M. tinctoria L., nainteracao representada por 23,62 uM
de AIB com 4,7 g/L de carvao ativado em meio WPM.
O carvao ativado reduziu a agdo dos metabdlitos toxi-
cos liberados pelo explante, aumentando a superficie
de contato com o meio WPM, podendo ter possibilita-
do bom enraizamento. McCown (1988) acredita que
a reducdo da atividade peroxidade em meio WPM
promove bons niveis de enraizamento in vitro do ex-
plante. Espécies nativas e lenhosas, como o pequi,
apresentam dificuldade no estabelecimento e no en-
raizamento in vitro, em decorréncia principalmente,
embora ndo presente neste estudo, da oxidagao e da
contaminagéo (SATO et al., 2001).

Com relagao a variavel oxidagao, esta carac-
teristica ndo esteve presente de maneira significati-
va nos tratamentos. Provavelmente, a presenca do
carvao ativado no meio WPM controlou efetivamente
a oxidacao de compostos fendlicos liberados pelas
células do explante.

CONSIDERAGOES FINAIS

O meio WPM, associado a 2,0 g/L e 4,0 g/L
de carvao ativado, foi eficiente em promover alonga-

Warley Rafael Oliva Brandéo

mento caulinar no pequizeiro in vitro, no entanto, para
fins de diminuigdo de gastos em laboratérios de cul-
tura de tecidos, recomenda-se a utilizagao de 2,0 g/L
do carvao ativado.

Nao houve interacdo da auxina com o carvao
ativado, nas doses testadas em meio WPM, para a
promogao da morfogénese in vitro.

Raizes in vitro foram desenvolvidas em tempo
superior ao avaliado no experimento, evidenciando
que para o processo de rizogénese € necessario maior
tempo de avaliagao para explantes de pequizeiro.
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