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Resumo: O angico-vermelho (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan - Fabaceae) € uma
espécie da caatinga, com ampla utilizagdo na medicina popular, melifera, na obtencéo de taninos e
recuperacao de areas degradadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tipo de
explante e de diferentes concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina) no estabelecimento in vitro
do angico-vermelho. Segmentos cotiledonares e nodais foram colocados em meio Murashige e
Skoog (MS) suplementado com diferentes concentragdes de BAP. No experimento foi utilizado o
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x4 (dois tipos de explantes e
guatro concentracdes de BAP) com duas repeticdes e dez unidades experimentais por repeticao.
Avaliou-se 0 numero de explantes responsivos, nimero de brotagfes por explante, nimero de
gemas por explantes, além do total de explantes que apresentaram calos, oxidacéo e contaminacao.
O maior numero de brotos por explante foi observado no tratamento utilizando o segmento
cotiledonar tratado com 2 mg L de BAP. Houve uma tendéncia crescente de aumento do niimero
de gemas por explante até a concentracdo de 1 mg L' de BAP para o segmento cotiledonar. No
segmento nodal, o0 nUmero de gemas cresceu de acordo com o aumento da concentracdo de BAP.
O uso de BAP aumentou a quantidade de brotacdes por explante regenerado.

Palavras-chave: Micropropagacao; Espécies Florestais; Caatinga.

EXPLANTS TYPES AND CONCENTRATION OF BAP (6-BENZYLAMINOPURINE) ON THE IN
VITRO ESTABLISHMENT OF ANGICO-RED

Abstract: The red angico (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan - Fabaceae) is a caatinga
species, widely used in folk medicine, meliferous, in obtaining tannins and recovering degraded
areas. The aim of this work was to evaluate the influence of the explant type and different BAP (6-
benzylaminopurine) concentrations on the in vitro establishment of red angico. Cotyledonary and
nodal segments were placed in MS medium supplemented with different concentrations of BAP.
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In the experiment, was used completely randomized design (DIC) in a 2x4 factorial scheme (two
explants types and four concentrations of BAP) with two repetitions and ten experimental units per
repetition. The number of responsive explants, number of sprouts per explant, number of buds per
explant were evaluated, in addition to the total explants that presented calluses, oxidation and
contamination. The largest number of shoots per explant was observed in the treatment using the
cotyledonary segment treated with 2 mg L™ of BAP. There was an increasing tendency to increase
the number of buds per explant up to the concentration of 1 mg L™ of BAP for the cotyledonary
segment, in the nodal segment, the number of buds increased according to the increase in the
concentration of BAP. The use of BAP increased the number of shoots per regenerated explant.

Keywords: Micropropagation; Forest Species; Caatinga.

TIPO DE EXPLANTE Y CONCENTRACION DE BAP (6-BENCILAMINOPURINA) EN EL
ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE ANGICO-RED

Resumen: El angico rojo (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan - Fabaceae) es una
especie de caatinga, muy utilizada en la medicina popular, melifera, en la obtencién de taninos y
recuperacion de areas degradadas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia del tipo de
explante y de diferentes concentraciones de BAP (6-bencilaminopurina) sobre el establecimiento
in vitro de angico rojo. Se colocaron cotiledones y segmentos nodales en medio MS suplementado
con diferentes concentraciones de BAP. En el experimento se utilizé6 un disefio completamente
aleatorizado (DIC) en un esquema factorial 2x4 (dos tipos de explantes y cuatro concentraciones
de BAP) con dos repeticiones y diez unidades experimentales por repeticion. Se evalu6 el nUmero
de explantes sensibles, nUmero de brotes por explante, nimero de yemas por explante, ademas
del total de explantes que presentaron callos, oxidacion y contaminacion. El mayor nimero de
brotes por explante se observo en el tratamiento con cotiledén de seguimiento tratado con 2 mg
L de BAP. Hubo una tendencia creciente a incrementar el nimero de yemas por explante hasta
la concentracion de 1 mg L de BAP para el segmento cotiledonario, en el segmento nodal, el
namero de yemas aumentd segun el aumento en la concentracion de BAP. El uso de BAP
aumentoé el numero de brotes por explante regenerado.

Palabras clave: Micropropagacion; Especies Forestales; Caatinga.

INTRODUCAO

A Anadenanthera macrocarpa também conhecida como angico é uma planta que pode
atingir 20 metros de altura. Seus ramos novos podem apresentar espinhos. Sua ocorréncia vai
desde o Nordeste do pais até Sao Paulo e Mato Grosso do Sul. Sua madeira € muito pesada e de
grande durabilidade sob condi¢cdes naturais. A madeira é prépria para construcdo civil e naval,
confeccdo de dormentes e carpintaria, e muito usada em curtume pela grande quantidade de tanino
presente na casca. Apresenta um rapido crescimento, podendo ser aproveitada com sucesso para
reflorestamentos de areas degradadas (Lorenzi, 2002). Devido a sua diversidade de potencial de
uso, o angico-vermelho tem sofrido frequente exploracao predatéria por meio da presséo antropica,
0 que aponta para a necessidade de alternativas sustentaveis de cultivo, que viabilizem sua
reposicado em ambiente natural em um curto espaco de tempo.

A cultura de tecidos se enquadra nos métodos de propagacéo vegetativa (Hoppen, 2011).
Para Soomro e Menon (2007), este método fornece uma alternativa para plantas que sao dificeis
de serem propagadas e que tém um longo periodo de cultivo ou baixo rendimento de produto. Na
cultura de tecidos, a micropropagacgdo é uma técnica de multiplicacdo assexuada, conduzida sob
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condi¢cbes satisfatorias de assepsia, nutricdo e fatores como fotoperiodo e temperatura. Nessa
técnica, os explantes das matrizes elites sdo induzidos a multiplicacdo celular in vitro, mediada por
fitorreguladores, produzindo grande quantidade de novos individuos, genotipica e fenotipicamente
idénticos. O fundamento basico da micropropagacdo € a totipoténcia celular, segundo a qual,
gualquer célula viva no organismo vegetal contém a informacéo genética necessaria a regeneracao
de uma planta completa (Fehér et al., 2003).

Na micropropagacdo de uma espécie, 0 primeiro passo € o estabelecimento in vitro de
plantas, que se inicia com a selec¢éo dos explantes mais adequados. Diversos explantes podem ser
utilizados para iniciar a propagacao in vitro de uma planta. Na selecdo desses, devem ser
considerados aspectos, como o nivel de diferenciagdo do tecido utilizado e a finalidade da
micropropagacéo (Grattapaglia e Machado, 1999). Quanto a fonte do explante, normalmente é
observado maior sucesso na resposta morfogenética se for utilizado explantes de tecidos jovens,
0S quais possuem maior competéncia organogénica. Explantes que contém tecidos meristematicos
sdo preferiveis, sendo encontrados em gemas caulinares apicais e axilares.

Alguns estudos com espécies lenhosas tém utilizado para a indugéo de brotacdes, explantes
de segmentos nodais apicais e/ou cotiledonares (Kielse et al., 2009; Costa et al., 2010) e outros,
utilizando cotilédones (Rodrigues et al., 2009) e hipocétilos (Cerdas e Gusman, 2004).

O crescimento e a organogénese in vitro sdo altamente dependentes da interagcdo entre as
substancias de crescimento que ocorrem naturalmente na planta (horménios), e os analogos
sintéticos (reguladores de crescimento), os quais sdo adicionados ao meio de cultura (George,
2008).

Complementando as substancias biossintetizadas pelas células, os reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura, em concentragfes especificas, desempenham um
papel fundamental no crescimento e morfogénese em cultura de tecidos (Pierik, 1990; Flores et al.,
1998). A adigéo desses fitorreguladores tem o objetivo principal de suprir as possiveis deficiéncias
dos teores enddgenos nos explantes que se encontram isolados nas regifes produtoras da planta
matriz (Skoog e Miller, 1957; George, 1993). As citocininas estimulam a divisao celular, bem como,
a inducéao e a proliferacao de brotacdes adventicias (Figueiredo, 2009). Em cultura de tecidos, as
citocininas mais comumente usadas sé&o cinetina (CIN), 6-benzilaminopurina (BAP), zeatina (ZEA),
isopenteniladenina (2ip) e thidiazuron (TDZ). Estes componentes direcionam o metabolismo do
explante para o processo desejado e os efeitos observados quanto as respostas das células, tecidos
e 6rgdaos in vitro, variam de acordo com as condi¢cbes ambientais, o tipo do explante e o genétipo
da planta (Pasqual, 2001).

Considerando a importancia da espécie A. macrocarpa, 0 presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito tipo de explante e de diferentes concentragbes de 6-benzilaminopurina

(BAP) no estabelecimento in vitro do angico-vermelho.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Universidade do Estado da
Bahia — UNEB, Campus lll. Foram utilizados como explantes segmentos cotiledonares e nodais de
plantas germinadas in vitro com idade fisiolégica de 15 dias. Para obtencdo das plantulas
assépticas, as sementes de angico-vermelho foram colocadas para germinar in vitro. Inicialmente
foram submetidas ao processo de desinfestacdo em camara de fluxo laminar, imersas em alcool
70% (v/v) por 1 min, em solucéo de hipoclorito de sodio 2,5% por 15 min e em seguida submetidas
a trés enxagues em agua destilada e autoclavada, com duracdo de 3 min cada. Em seguida, as
sementes foram colocadas em frascos contendo 30 mL do meio Murashige e Skoog (MS) (1962),
pH aferido para 5,7 - 5,8, solidificado com 7 g L™ de agar, suplementado com 30 g L de sacarose
e previamente autoclavado. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 2512 °C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 36 uymol.m=2.s1,

Em seguida, as plantas foram submetidas a um processo de lavagem e desinfestagéo, a fim
de remover os resquicios do substrato utilizado para a germinagdo. Para isso, foram imersas em
alcool 70% durante 1 min, em hipoclorito de soédio 1% acrescido com 3 gotas do agente
emulsionante tween 20 durante 5 min, e enxaguadas em agua destilada e autoclavada em trés
lavagens, com durag&o de 3 min cada.

Apos esse procedimento, segmentos nodais com uma gema axilar e cotiledonares medindo
aproximadamente 2 cm de comprimento, foram colocados em tubos de ensaio contendo 20 mL de
meio de cultura MS, com pH aferido para 5,7 - 5,8 e suplementado com 30 g L™! de sacarose, 7 g L
! de &gar e quatro diferentes concentracdes de BAP: 0,0; 0,5; 1; e 2 mg L™

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em um esquema
fatorial 2x4 (dois tipos de explantes e quatro diferentes concentracdes de BAP), com oito
tratamentos e duas repeticbes, sendo cada repeticdo composta por 10 unidades experimentais
(frascos). Os frascos contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento com as
condi¢bes ambientais semelhantes as descritas anteriormente.

Apos 30 dias, procedeu-se a avaliagdo para as seguintes variaveis: numero de explantes
responsivos, isto €, que formaram brotos, nimero de brotacdes por explante, nUmero de gemas por
explantes, além do total de explantes que apresentaram calos, oxida¢do e contaminacéo.

Os dados foram analisados por meio do software Assistat versdo 7.7 (Silva, 2017) e

submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observado efeito significativo para percentagem de oxidagdo, contaminagédo e
explantes com calos na base em funcédo do tipo de explante e das concentracbes de BAP (Tabela
1). E observado na Tabela 1, que independentemente do tipo de explante e concentracdo do BAP,

houve formacéo de calos.
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Os resultados observados para oxidacdo demonstram que a espécie em estudo pode ser

multiplicada in vitro sem a necessidade da utilizacdo de substancias antioxidantes.

Tabela 1. Percentagem de oxidacdo, contaminacao e explantes com calos na base.
Segmento Cotiledonar Segmento Nodal

Concentracbes de  Oxidacdo Contaminacdo Calos Oxidacdo Contaminacdo Calos na

BAP (mg/L) (%) (%) na (%) (%) base (%)
base
(%)
0,0 Oa Oa 852 Oa Oa 100a
0,5 Oa Oa 852 Oa Oa 100a
1,0 Oa Oa 954 Oa Oa 100a
2,0 Oa Oa 1002 Oa Oa 100a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Para a percentagem de explantes de Anadenanthera macrocarpa regenerados, nao foi
verificada interagdo entre o tipo de segmento e as concentracdes de BAP, indicando que os fatores
apresentam independéncia. As maiores percentagens de explantes com brotagcées ocorreram em
segmento cotiledonar tratado com 1 mg L de BAP e no tratamento controle para os dois segmentos

utilizados, nao diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura 1).
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R2 = 0,0446 R2=0,45

Figura 1. Percentagem de explantes regenerados apés 30 dias de inoculados em meio MS
suplementado com concentragfes de BAP.
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A capacidade dos explantes formarem brotos, mesmo quando cultivados em meio livre de
regulador vegetal, demonstra que ndo se faz necessério a utilizacdo de uma fonte exdgena de
citocinina para estimular a inducdo de brotacdes nos segmentos cotiledonar e nodal de angico
vermelho. Trabalhando com a regeneracéo in vitro de Parapiptadenia rigida, Kielse et al. (2009),
observaram resultados semelhantes ao encontrado nesse estudo.

Quanto ao numero de brotos, houve interacao entre o tipo de segmento e as concentracdes
de BAP, indicando que os fatores ndo sdo independentes. O maior nimero de brotacbes por
explante (1,4) foi observado no tratamento utilizando o segmento cotiledonar tratado com 2 mg L*
de BAP (Figura 2). Resultado divergente foi observado por Cordeiro et al. (2004) quando avaliaram
diferentes concentracdes de BAP na inducdo de brotacdes em segmentos nodais de parica
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke - Fabaceae). Os autores verificaram que o tratamento
com 3 mg L BAP apresentou maior nimero de brotagées (2,14). No entanto, no presente estudo,
foram avaliadas concentracées de BAP menores que 3 mg L?, com isso, torna-se necessario a
realizacdo de novos estudos a fim de determinar concentracfes mais adequadas para a espécie

em estudo.
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y = 0,05x? + 0,185x + 0,835 y =-0,1455x? + 0,3327x + 0,9873
R2 =0,9853 Rz =0,2809

Figura 2. Numero de brotacdes por explantes 30 dias apés a inoculagédo de segmentos cotiledonar
e nodal em meio MS suplementado com concentracdes de BAP.

O efeito benéfico do BAP na multiplicacéo de brotacfes esta relacionado com a influéncia
deste regulador de crescimento vegetal na divisdo celular e na liberacdo das gemas auxiliares
inibidas pela dominéncia apical (Cordeiro et al., 2004).

Em relagcdo ao numero de gemas por brotagédo, houve uma tendéncia crescente de aumento
até a concentracdo de 1 mg L de BAP para o segmento cotiledonar, a qual apresentou o maior
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namero de gemas por explante (7,6), declinando em concentra¢cdes maiores. Ja para 0 segmento
nodal o maior nimero de gemas (4,4) foi observado na concentragcdo de 2 mg L* de BAP (Figura
3), 0 que indica uma variacao na quantidade demandada dessa citocinina, de acordo com o tipo de
segmento utilizado. Moura et al. (2012) estudando a multiplicacdo e alongamento in vitro de
vinhatico (Plathymenia reticulata), observaram resultados semelhantes para o segmento nodal,
diferindo, entretanto, para o segmento cotiledonar que apresentou, também, uma tendéncia de

crescimento do nimero de gemas a medida que a concentracdo foi aumentada.
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y =-2,7364x? + 6,2082x + 3,6218 y =-0,7x%> + 2,35x + 2,5
R2=10,8771 R2 =0,9996

Figura 3. Numeros de gemas por brotacao 30 dias apds a inoculacdo de segmentos cotiledonar e
nodal em meio MS suplementado com concentragdes de BAP.

CONCLUSAO
O uso de BAP aumentou a quantidade de brotacbes por explante regenerado. A
concentracdo 2 mg L de BAP proporcionou o maior nimero de brotacdes quando o segmento

cotiledonar foi utilizado como explante.
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