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Influéncia do acido naftalenoacético (ANA) e do 6-benzilaminopurina (BAP) na indugao de
brotagcées em pequizeiro estabelecidos in vitro'

INTRODUGAO

O Cerrado é a segunda maior formagéo ve-
getal do Brasil, depois da Amazbnia, e também ¢ a
savana tropical mais rica do mundo em biodiversi-
dade. Porém, essa riqueza encontra-se ameacada
por causa do ritmo acelerado em que este bioma
vem sendo devastado. Dentre as fruteiras nativas
do Cerrado, tem destaque o pequizeiro (Caryocar
brasiliense Cambess.), espécie arborea pertencente
a familia Caryocaraceae, que possui varias denomi-
nacdes pelos povos da regido, tais como piqui, pe-
quia, améndoa-de-espinho, améndoa-do-Brasil e pe-
qui (ALMEIDA; SILVA, 1994; RIBEIRO, 2000; KERR;
SILVA; TCHUCARRAMAE, 2007 ).

Os estados de Minas Gerais e Goias apresen-
tam a maior parte da produgéo nacional, sendo que
em Minas apenas o Norte de Minas e o Vale do Je-
quitinhonha sao as regides produtoras (IBGE, 2019).
Os sertanejos realizam o extrativismo dos frutos do
pequizeiro como fonte de renda, por meio da venda
in natura, entretanto, a maior parte da produgao des-
sas regides se restringe ao autoconsumo das fami-
lias coletoras, evidenciando a grande importancia do
pequi na alimentacao dessas pessoas.

Porém, a medida que ocorrem a destruicéo
das vegetagdes nativas, principalmente pelo desma-
tamento, a expansao das cidades dentro do bioma
Cerrado e o extrativismo intensivo dos frutos do pe-
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qui, dentre outros problemas, ocorre também o au-
mento no risco da preservagao e da variabilidade
genética do pequizeiro. Aliado a isso, o extrativismo
intensivo dessa espécie pode gerar perdas de mate-
rial genético, ja que quase todos os frutos de qualida-
de originados de gendtipos superiores sdo coletados
e consumidos ou comercializados, 0 que impede a
reproducao natural a partir destes frutos.

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

CONSERVAGAO GENETICA DO PEQUIZEIRO

A grande erosao de recursos genéticos do pe-
quizeiro, em virtude da intensa destruicdo de habi-
tats, tem aumentado o interesse pela conservagao
de seu germoplasma. Essa area busca o desenvol-
vimento de técnicas para a conservagao em longo
prazo da variabilidade genética de espécies vege-
tais, com a maxima integridade genética e bioldgica
possivel (PANIS; LOMBARDI, 2006).

Dentre as estratégias utilizadas para a conser-
vacgao destacam-se a in situ e a ex situ. A conser-
vagao in situ € recomendada para manutencéo das
espécies selecionadas no seu habitat, como o pequi-
zeiro, em parques, reservas biolégicas ou reservas
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ecoldgicas. Entretanto, este método € oneroso, visto
depender de intenso manejo, além de estar sujeito
a desastres naturais, como o extrativismo das espé-
cies e queimadas das vegetacdes nativas. A conser-
vacgao ex situ € aquela onde as espécies vegetais
sdo mantidas fora do seu ambiente natural, por meio
de colegbes de plantas no campo, de sementes em
bancos de sementes, ou de colegbes de plantulas
em bancos in vitro.

A possibilidade da utilizagdo dos métodos de
conservagao in vitro é atrativa, tanto por motivos
econdmicos quanto praticos, sendo um componente
adicional importante do tratamento de recursos ge-
néticos e, principalmente, de espécies ameacadas
de extingdo (LONDE, 2021).

Dessa forma, torna-se necessario aumentar a
populacado de plantas dessa espécie para que nao
corra o risco de entrar em extingdo, e que seus re-
cursos genéticos sejam conservados. Visto a impor-
tancia do pequi, é estratégico que se fagcam estudos
para consolidacdao de bancos de germoplasmas in
vitro dessa espécie. No entanto, sua propagacgéao e
cultivo sao dificultados pela presenga de dormén-
cia nas sementes, bem como pela lenta germinacao
destas que se estende por periodo de até um ano.
Uma alternativa existente é a utilizagdo de métodos
de propagacao assexuada, como o cultivo in vitro, o
qual permite regenerar plantas inteiras derivadas de
sementes ou alguma outra parte da planta. A conser-
vacgao in vitro envolve manutencao de culturas em
crescimento ativo por meio de subculturas periédicas
de brotos e segmentos nodais conservados com su-
cesso por essa metodologia (BAJAJ, 1987).

As auxinas e citocininas sdo as classes de re-
guladores mais utilizadas no cultivo in vitro, sendo o
acido naftalenoacético (ANA) a auxina mais empre-
gada, quando o propésito for o alongamento celular,
o crescimento das partes aéreas, o enraizamento do
explante inicial e a manutengéo de um caule unico
com dominancia apical. Ja as citocininas, como o
6-benzilaminopurina (BAP), desempenham as fun-
¢cbes de regular a divisdo celular das partes aéreas
nos vegetais e promover o crescimento de gemas
laterais (TAlZ; ZEIGER, 2006). Outros compostos
também podem ser adicionados ao meio de cultura
para indugdo da rizogénese, como o carvao ativado.
Este esta associado com a indugao de raizes, prova-
velmente por criar uma condi¢ao de escuro, na qual o
sistema radicular normalmente se desenvolve e pelo
seu efeito antioxidante (VAN WINKLE; JOHNSON;
PULLMAN, 2003).

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

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

Foram colhidos frutos de pequizeiro oriundos
de plantas-matrizes com caracteristicas agronomica-
mente superiores situados no Norte de Minas Gerais
nas proximidades do municipio de Montes Claros. Os
frutos, apds a colheita, foram transportados para o La-
boratério depois de fazer uma selecgédo visual daqueles
isentos de sintomas causados por doencas. 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.

Apobs esse periodo, procedeu-se a escarifica-
¢ao fisica, pela remogédo da casca seca, do meso-
carpo e dos espinhos, com auxilio de um esmeril.
Em seguida o material foi conduzido ao Laboratdrio,
e a retirada do endocarpo foi realizada com auxilio
de um alicate. Optou-se por continuar a escarifica-
¢éao fisica com uma ferramenta menor para se ter um
maior controle manual no intuito de ndo danificar a
semente, entdo obtida depois da retirada total do en-
docarpo.

As sementes ou também chamadas améndo-
as ou putamens foram levadas para embebicdo em
solugéo aquosa de acido giberelico (AG,) na concen-
tracdo de 350 mg/L durante 24 horas, visando au-
mentar a porcentagem de germinagao in vitro dessas
sementes (BERNARDES et al., 2008).

Em cémara de fluxo laminar foi realizado o pro-
cesso de desinfestagdo das améndoas, imergindo-as
por um minuto em alcool 70%. Em seguida realizou-
-se uma nova imersao durante dez minutos em hipo-
clorito de sodio (NaClO) (1,5% a 2,0% - concentra-
¢ao comercial) e, posteriormente, a triplice lavagem
das améndoas com agua destilada e autoclavada.

Apés todas essas etapas, as sementes de
pequi foram estabelecidas em frascos autoclavados
contendo meio Wood Plant Medium (WPM) (LLOYD;
MCCOWN, 1980), acrescidos por 800 mg/L de acido
ascorbico, 400 mg/L de polivinilpirrolidona (PVP) e
7,0 g/L de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 e
autoclavado a 120 °C por 20 minutos. Os frascos fo-
ram mantidos no escuro em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 1 °C. Ap6és um periodo de 30
dias, algumas sementes germinaram in vitro, outras
sofreram oxidagdo e outras contaminagdes fungica
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e/ou bacteriana. As plantulas normais, com auséncia
de sintomas e/ou sinais de patégenos, foram selecio-
nadas para servir de material biolégico para compo-
sicéo do experimento de indugao in vitro.

Estabelecimento in vitro de sementes do
pequizeiro e segmentos nodais

O material de propagacao utilizado foi seg-
mentos nodais com aproximadamente 1 cm de com-
primento e idade de 6 meses, seccionados a partir
do caule de plantulas de pequizeiro provenientes de
sementes estabelecidas in vitro e mantidas em sala
de crescimento (Fig. 1).

Os segmentos nodais foram estabelecidos em
tubos de ensaios com dimensdes de 23 x 1.137 mm,
os quais contiverem 40 mL de meio WPM, acrescidos

Figura 1 - Sementes de pequizeiro estabelecidas in vitro

Nota: A - Semente em processo germinativo; B - Sementes
oriundas do Norte de Minas Gerais.
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por 800 mg/L de acido ascérbico, 400 mg/L de PVP,
30 g/L de sacarose e 7,0 g/L de agar. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 120 °C por 20
minutos. Apds o estabelecimento in vitro, os tubos
permaneceram em sala de crescimento com fotope-
riodo de 16 horas, temperatura de 25 + 1 °C e com
irradiancia de fétons de 36 pmol m?/s. Foi utlizado o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em es-
quema fatorial 7 x 2, com sete concentragdes de BAP
(0;0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mg/L) e duas concentra-
¢coes de ANA (0; 0,05 mg/L) e quatro repetigcdes, sen-
do que cada repetigéo foi composta por dois tubos de
ensaio contendo um segmento nodal cada.

Analise estatistica

Foram realizadas duas avaliagdes, no periodo
de 15 e 30 dias, apos o estabelecimento dos explan-
tes. Avaliou-se o numero de brota¢des por explante
por meio de contagem visual. Os dados foram sub-
metidos a analise de variancia e, quando significati-
vo, procedeu a analise de regressao para a interagéo
das diferentes doses de ANA e BAP. As andlises es-
tatisticas foram realizadas com auxilio do software
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

AVALIACAO DOS RESULTADOS

Aos 15 dias de subcultivo dos explantes in vi-
tro, foram observados efeitos significativos entre a in-
teragéo das doses de ANA (0 mg/L e 0,05 mg/L) com
as demais doses de BAP (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2; 2,5 e
3,0 mg/L) para a caracteristica numero de brotacgdes,
como mostrado na analise de variéncia (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise de variancia para o numero de brotagées
em explantes de pequizeiro cultivados in vitro
aos 15 dias de subcultivo

FV GL QM
BAP 6 11.177083"
ANA 37.785714"
BAP*ANA 6 7.733631"
Erro estatistico 42 1.5680357
Total corrigido 55 -
CV (%) 40,23 -

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Nota: Dados referentes aos tratamentos com &cido naftale-
noacético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP).
FV - Fonte de variagéo; GL - Grau de liberdade; QM -
Quadrado médio; CV - Coeficiente de variagéo; * Sig-
nificativo a 5%; ** Significativo a 1%.
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Nos tratamentos que n&o receberam a dose
de ANA, ocorreu um aumento gradual no numero de
brotagbes de acordo com o aumento das concentra-
¢bes de BAP. O valor maximo estimado para o niume-
ro de brotagdes por explante na auséncia de ANA foi
2,77, quando utilizada a concentragao de 2,57 mg/L
de BAP (Grafico 1).

Alves (2010) afirma que a presenca de BAP
para indugao de brotacbes em espécies lenhosas,
como a Cecropia glaziovi, conhecida como Embau-
ba-vermelha é essencial, pois o autor obteve bons re-
sultados quando este regulador foi utilizado sozinho,
porém em concentragdes mais altas do que neste
estudo, acima de 5,0 mg/L. Entretanto, observa-se
que com o aumento da concentragado de 2,57 mg/L
de BAP até a ultima concentragdo testada (3,0 mg/L),
ocorreu um declinio no numero de brotagdes. Isso
pode ser explicado por Grattapaglia e Machado
(1998), pois afirmam que concentragbes crescentes
de citocinina podem reduzir ou inibir o crescimento
das brotacdes. Esse regulador de crescimento é efi-
caz na indugao de brotagdes, mas, quando em ex-
cesso, é toxico, ocasionando falta de alongamento
dos brotos, engrossamentos do caule e vitrificagao
generalizada.

Para os tratamentos que receberam a dose de
0,05 mg/LANA, ficou observado um comportamento
que se ajustou melhor a uma curva de terceiro grau.
A medida que houve o incremento das concentra-
¢des de BAP, o numero de brotagdes por explante
oscilou consideravelmente, alternando entre valores
altos e baixos. Esse comportamento pode ter ocor-
rido porque os frutos ndo foram coletados todos de
uma mesma planta-méae, ndo mantendo assim um

Grafico 1 - Numero de brotagdes para diferentes concen-
tracdes de acido naftalenoacético (ANA) e
6-benzilaminopurina (BAP) em explantes de
pequizeiro cultivados in vitro em meio Wood
Plant Medium (WPM) aos 15 dias

Numero de brotagdes

0 0,5 1 15 2 2,5 3
BAP (mg/L)

== = =« ANA O mg/L (y = 1,3185 + 1,1339x - 0,2202x?; R?= 22,53%)
ANA 0,05 mg/L (y = 2,6954 + 18,5342x - 29,0133x? + 13,9369x° - 2,0682x*; R? = 97,69)

Fonte: Elaboragéo dos autores.

unico genotipo, o que pode ter contribuido para que
alguns explantes pudessem ter respondido geneti-
camente melhor a este estudo. Também n&o houve
uma padronizagdo com relagcado a posi¢cao dos seg-
mentos nodais excisados do caule das plantulas. Ou
seja, a repicagem dos explantes selecionados a par-
tir do caule foi realizada aleatoriamente ao longo do
comprimento deste, o que pode ter influenciado nes-
se resultado, uma vez que existe diferenga no nivel
de auxina enddgena dos tecidos vegetais de acordo
com a proximidade do tipo de meristema. Quanto
mais proximos os tecidos de uma planta forem do
meristema apical, possivelmente maior sera o nivel
de auxina enddgena existente nesses tecidos. Da
mesma forma, quanto mais préximos os tecidos fo-
rem do meristema distal, possivelmente também me-
nor sera o nivel de auxina endogena.

Assim, pode-se inferir que os niveis de auxi-
na endégena presentes nos explantes que estavam
mais préximos do meristema apical, provavelmente,
influenciaram a resultados maiores para o nimero de
brotagdes e que estes resultados expressaram-se de
maneira alternada conforme as doses de BAP testa-
das, porque a distribuicdo destes segmentos nodais
também foi feita de maneira aleatdria nos tratamen-
tos. Dessa forma, cada explante, de acordo com a
sua posicao de origem com relagéo aos dois tipos de
meristemas, pode ter apresentando valores altos ou
baixos para esta variavel. Associado a isso, segundo
Santos-Serejo et al. (2009), essas variagbes podem
ter sido ocasionadas por causa do balango interno
de cada planta, bem como da competéncia de cada
tipo de explante para desenvolver a resposta morfo-
genética.

Apesar disso, ficou evidenciado que ao com-
binar BAP com ANA, ocorreu indugdo mais satisfa-
téria de brotagdes. Na presenca de 0,05 mg/L de
ANA, observaram-se melhores resultados ao utilizar
0,5 mg/L de BAP, apresentando média de 6,32 bro-
tagdes por explante. Do mesmo modo, ao combinar
0,05 mg/L de ANA com 3,0 mg/L de BAP, foram ob-
tidos bons resultados também, 4,67 brotagbes por
explante, resultado maior do que quando comparado
com 3,0 mg/Lde BAP sem a presenca de ANA, pois
apresentou uma média de 2,74 brotagdes por explan-
te. Esses dados sao corroborados por Santos-Serejo
et al. (2009) que constataram que a combinagéo de
BAP e ANA, favoravel ao primeiro, possibilita maior
taxa de indugédo e desenvolvimento das brotacdes
de pequizeiro. Ou seja, ocorreu um maior nimero de
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brotagées quando se combinou a auxina com a ci-
tocinina. A combinacao entre esses dois reguladores
de crescimento é utilizada em algumas espécies ve-
getais para indugcdo de brotagdes, utilizando-se, em
geral, niveis relativamente baixos de auxina e maio-
res de citocinina no meio de crescimento (COSTA et.
al., 2016). Observou-se que a auséncia ou concen-
tragcdes menores de ANA do que as de BAP séo ne-
cessarias para a inducao satisfatéria de brotagdes in
vitro, em explantes de pequizeiro. Resultados seme-
Ihantes para a utilizagao de BAP e ANA, em baixas
concentracdes, foram encontrados por Bem-Jaacov
e Dax (1981), quando induziu satisfatoriamente bro-
tacgdes in vitro de Grevillea rosmarinifolia.

Comportamento semelhante foi verificado aos
30 dias de subcultivo para a variavel em estudo, en-
tretanto, os explantes apresentaram uma média su-
perior aos da primeira avaliacao (Grafico 2).

De acordo com o modelo linear, a medida que
houve incremento das concentragdes de BAP, o nu-
mero de brotagbes por explante aumentou significa-
tivamente. O valor maximo estimado para o niumero
de brotacdes por explante na auséncia de ANA foi
3,98, quando utilizada a concentragdo de 3,0 mg/L
de BAP. Porém, quando esta mesma concentragao
da citocinina estava associada ao ANA, um maior
numero de brotagdes foi observado segundo o mo-
delo cubico de regresséo, apresentando uma média
de 4,8 brotagdes por explante (Fig. 2). As citocininas
tém acado em diversos processos de desenvolvimen-
to da planta, inclusive divisao celular e diferenciagéo
de culturas celulares, respostas morfogenéticas e de-
senvolvimento de 6rgaos (REDIG et al., 1996).

Grafico 2 - Numero de brotagdes para diferentes concentra-
¢Oes de acido naftalenoacético (ANA) e 6-benzi-
laminopurina (BAP) em explantes de pequizeiro
cultivados in vitro em meio Wood Plant Medium
(WPM) aos 30 dias

Numero de brotagbes

15 2 2,5 3
BAP (mg/L)

== = ANA O mglL (y = 1,4419 + 0,8482x; R?= 41,78%)

ANA 0,05 mg/L (y = 3,2281 + 17,6790x + 27,5549x + 13,0480x - 1,9015x"; R? = 99,05%)

Fonte: Elaboragéo dos autores.

0 0,5 1

Figura 2 - Explante de pequizeiro
[]

Nota: Cultivado em meio Wood Plant Medium (WPM)
acrescido por 3,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP)
combinado com 0,05 mg/L de acido naftalenoacético
(ANA) apresentando brotagdes (setas).

Estes resultados sdo corroborados por Rami-
rez-Malagon et al. (2001), que obtiveram um aumento
no numero de brotagdes de Spathiphyllum floribundum
L. com a utilizacdo combinada de BAP e ANA e pre-
dominio do primeiro.

Ha alguns relatos na literatura que remetem o
uso da interagdo entre auxinas e citocininas para in-
ducgdo de brotagbes em algumas espécies lenhosas
como em Ficus religiosa L. e Cercis canadensis L.
(DESHPANDE; JOSEKUTTY; PRATHAPASENAN,
1998). Entretanto, as concentragdes desses regu-
ladores que proporcionaram melhores respostas
quanto ao numero de brotagcbes por explante varia-
ram moderadamente em cada tipo de trabalho. Essa
variagdo pode ter sido ocasionada porque a combi-
nacao otima entre os dois tipos de reguladores vai
depender da espécie ou das cultivares dentro de uma
mesma espécie. E ainda segundo Grattapaglia e Ma-
chado (1998), o tipo de citocinina e a sua concentra-
¢ao sao os fatores que mais influenciam o sucesso
da multiplicagéo in vitro.

CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca de dorméncia nas sementes de
pequizeiro, aliado a lenta germinagdo das que con-
seguem germinar e formar uma pléntula normal, é o
grande entrave inicial para este tipo de estudo. Além
do fato de que algumas plantulas provenientes de
sementes germinadas in vitro podem morrer por oxi-
dagao da propria semente no meio de cultivo ou por
contaminagdes fungica e bacteriana. Diante disso, o
material genético de trabalho tende a ser reduzido,
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dificultando a condugao mais representativa acerca
das hipoteses levantadas. No entanto, observou-se
que explantes de pequizeiro provenientes de cultivo
in vitro tém potencial morfogenético para indugéo de
brotagdes, utilizando os reguladores de crescimento
avaliados, sendo que, para a inducao de brotacdes
de pequizeiro, a concentragcao recomendada é a adi-
¢ao de 0,05 mg/L de ANA combinada com 3,0 mg/L
de BAP.

Essas brotagdes, por sua vez, funcionam como
alternativa para o entdo problema de dorméncia das
sementes, pois estas sao induzidas no intuito de au-
mentar a quantidade de futuro material propagativo
de trabalho, ja que tém a capacidade de se diferen-
ciarem para formar um caule Unico com dominancia
apical, que foi o objeto de estudo para direcionamen-
to do trabalho seguinte.
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