Scientia Agraria

ISSN 1519-1125 (printed) and 1983-2443 (on-line)

ESTABELECIMENTO IN VITRO DE APICES CAULINARES DE SUMAUMA
(Ceiba pentandra L. Gaertn)

IN VITRO ESTABLISHMENT OF KAPOK TREE (Ceiba pentandra L. Gaertn)
APICAL SHOOTS

Perla Pimentel da SILVA'
Luis Anténio Serrdo CONTIM?
Danival Vieira de FREITAS®
Paulo Henrique Rocha ARIDE*
André Luis Wendt dos SANTOS®

RESUMO

A sumauma (Ceiba pentandra L. Gaertn) é uma espécie arbdrea de grande importancia para o setor florestal da
Regido Norte do Brasil. Apesar disso, ainda ndo existem relatos sobre o cultivo in vitro desta espécie. O presente trabalho
teve como objetivo estabelecer um protocolo eficiente para assepsia e cultivo in vitro de apices caulinares de sumadma. Para
isto foram avaliados os efeitos de diferentes agentes quimicos (NaOCI, HgCl, e AgNO3) para assepsia e estabelecimento in
vitro de apices caulinares. Diferentes tipos e concentracdes de citocininas (BAP, CIN e TDZ) foram testados durante o
enraizamento, alongamento e indugdo de brotos. Apesar das dificuldades usualmente associadas ao estabelecimento e
cultivo in vitro de espécies arboéreas, os resultados obtidos ndo evidenciaram problemas na manipulagéo in vitro de sumaudma.
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ABSTRACT

The kapok tree (Ceiba pentandra L. Gaertn) is a forest species with high importance to the forest sector in North of
Brazil. Despite of that, there are no reports about the in vitro culture of this species. The aim of this work was the development
of a reliable protocol for disinfestation and in vitro culture of apical shoots of kapok tree. There were tested different chemical
compounds (NaOCI, HgCl, e AgNO;) for apical shoot disinfestation and in vitro establishment. Different types and
concentrations of citokinins (BAP, CIN e TDZ) were tested during apical shoot rooting, elongation, and bud induction. Although
forest species are normally considered difficult to establish and cultivated in vitro, the kapok tree did not show problems during
in vitro manipulation.

Key-words: citokinins; rooting; micropropagation.
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INTRODUGAO

A sumauma (Ceiba pentandra L. Gaertn) é
uma espécie arborea de Bombaceae. Considerada
a maior arvore da Amazodnia, apresenta distribuicdo
pantropical, ocorrendo em solos argilosos das
florestas de terra firme, areas inundadas ou
pantanosas das varzeas da Bacia Amazonica.
Devido a alta qualidade da sua madeira para a
industria de laminados, a sumauma tem sido
intensivamente explorada ao longo das ultimas
décadas, acarretando processos de erosao
genética, haja vista que estdo sendo extraidos os
melhores gendtipos das populagbes naturais
(Hummel, 1997; Jansen, 1995). Nao obstante a
fenologia irregular, o comportamento recalcitrante
da semente e a alta demanda por luminosidade ao
longo do seu ciclo de vida dificultam ainda mais o
processo de regeneracdo natural desta espécie
(Loureiro et al., 2000; Sampaio,1999). Deste modo,
programas que contemplem o melhoramento
genético e a reposigdo ao ambiente natural de
gendtipos elite e/ou raros de sumauma sao
bastante desejaveis.

Técnicas baseadas na biotecnologia
proporcionam métodos eficientes e de baixo custo
para micropropagacao, conservagao e
melhoramento genético de espécies arboreas
(Guerra et al.,, 2000; dos Santos et al., 2008). A
micropropagagéo de plantas, mais especificamente
o cultivo de apices caulinares, tem sido amplamente
utilizada para a clonagem e a conservagéo ex situ
de espécies arboreas tropicais (Lopes et al., 2001;
Noleto & Silveira, 2004; Handa et al., 2005).
Adicionalmente, na maioria dos casos, o cultivo in
vitro de apices caulinares proporciona a
manutencao da identidade do gendtipo regenerado,
devido a estabilidade das células do meristema
caulinar (Torres et al.,1998).

Contudo, para que esta técnica possa ser
associada a programas de melhoramento genético
e de conservagao de espécies arbdéreas tropicais, €
necessario o desenvolvimento de protocolos
eficientes que permitam o estabelecimento e o
desenvolvimento de um grande numero de
explantes in vitro. Com freqiéncia, os maiores
desafios a aplicagédo das técnicas de cultivo in vitro,
principalmente em espécies arbdreas, sdo a
contaminagdo enddégena e exdgena  por
microorganismos e a oxidagéo fendlica (Skirvin et
al.,, 1999; George, 1993). A selegdo de explantes
com maior vigor, a diminuicdo do tempo de
manipulagdo do material vegetal e, principalmente,
a imersao dos explantes em agentes desinfestantes
sdo0 as abordagens usualmente utilizadas durante o
estabelecimento de protocolos de assepsia do
material vegetal (Skirvin et al., 1999).

O presente trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo eficiente para assepsia e
estabelecimento in vitro de apices caulinares de
sumauma. Diferentes agentes desinfestantes,
antioxidantes, bem como a sua concentragdo e
tempo de exposi¢cdo aos apices caulinares foram
avaliados. Adicionalmente, a influéncia de

diferentes citocininas, benzilaminopurina (BAP),
cinetina (CIN) e thidiazuron (TDZ) no processo de
alongamento, formagéo de brotos e enraizamento
foi avaliada. Nosso trabalho representa o primeiro
esforco para o estabelecimento in vitro de
sumauma.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e obtencdo dos explantes

Os experimentos foram conduzidos no
Viveiro Florestal e no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal (LBV) do Centro Universitario Nilton Lins,
Manaus, AM. Mudas de sumauma foram
estabelecidas no viveiro florestal a partir de
sementes oriundas de Belém, PA. A semeadura foi
realizada em tubetes plasticos (T-280: diametro
externo 63 mm x didmetro interno 52 mm x altura
190 mm, capacidade 280 cms) contendo uma
mistura de terra vegetal, serragem e cama de
aviario na proporgdo de 2:5:3, respectivamente.
Apos a germinagéo, ocorrida em aproximadamente
sete dias, as plantulas foram transferidas para
vasos com capacidade de 2 kg, contendo mesmo
substrato utilizado para germinagdo suplementado
com 1,15 g de superfosfato triplo, 0,35 g de KCI e
0,35 g de uréia para cada 2 kg de mistura. Apos
cinco meses de cultivo no viveiro, as mudas de
sumauma apresentando altura entre 20 e 40 cm e
bom estado fitossanitario foram selecionadas para
obtengéo dos apices caulinares (15 — 20 mm). Apods
a retirada, os apices caulinares foram imersos em
agua destilada autoclavada contendo 3 g dm™ de
polivinilpirrolidona  (PVP) e em  seguida
transportados para o LBV para realizagdo dos
testes de assepsia e cultivo in vitro.

Testes de assepsia e cultivo in vitro do material
vegetal

Para os testes de assepsia, os apices
caulinares de sumauma foram inicialmente imersos
em solugdo de alcool etilico 70% (v/v) por 1 min.
Em seguida os apices foram submetidos por 10 min
aos seguintes tratamentos: a) solugdo de NaOCI (2
— 2,5% de cloro ativo) nas concentragdes de 2,5, 5,
10, 25 e 50% (v/v); b) solugdo de HgCl, a 0,1, 0,25
e 0,5% (p/v); e c) solugdo de AgNO; a 0,1, 0,25 e
0,5% (p/v). Todas as solugdes testadas receberam
trés gotas de Tween 20 por 100 cm® de solucdo.
Em seguida, os apices caulinares foram lavados
trés vezes com agua destilada autoclavada em fluxo
laminar. Para cada tratamento foram utilizadas 15
repeticbes, sendo cada repeticdo composta por um
apice em tubo de ensaio (25 x 150 mm) contendo
10 cm® de meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 3% (p/v) de sacarose e
0,65% (p/v) de agar (Vetec®). O controle negativo
foi lavado em agua destilada autoclavada contendo
trés gotas por 100 cm® de Tween 20. O pH do meio
foi ajustado para 58 com NaOH e HCl e
autoclavado a 120 °C por 15 min. Apds a
transferéncia para condigbes in vitro, os apices
foram mantidos a 26 + 2 °C, com fotoperiodo de
16/8 h (claro/escuro) sob lampadas fluorescentes
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fornecendo 25,2 uM m? s™ de irradiancia. Foram
feitas observagdes do material a cada cinco dias, e
ao final de 30 dias foi feita a determinacdo o
numero total de explantes oxidados, contaminados
ou estabelecidos.

Avaliagdo do uso de citocininas (BAP, CIN e
TDZ) para indugdo de brotos, enraizamento e
alongamento dos apices caulinares

Definido o melhor tratamento para
assepsia, foi avaliada a influéncia de citocininas no
processo de indugdo de brotos, enraizamento e
alongamento dos apices caulinares. Utilizou-se
como meio de cultura basico a mesma composigao
daquele usado nos testes de assepsia, porém com
a suplementagdo independente das citocininas
cinetina (CIN), thiadizuron (TDZ) e
benzilaminopurina (BAP), nas concentragées; 0,02;
0,22; 2,2 e 44 mg dm™. Considerou-se como
controle os apices caulinares mantidos em meio de
cultura ndo adicionado de citocininas. A avaliagédo
da resposta as citocininas (numero de brotos,
alongamento e numero de apices enraizados) foi
realizada apos 45 dias de cultivo. Para cada
tratamento foram utilizadas 15 repeticbes, cada
uma constando de um apice para cada tubo de
ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 cm® de meio de
cultura.

Analises estatisticas

Em todos os experimentos foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente
casualizado. No experimento com citocininas foi
feito um arranjo fatorial de 3 x 5 (irés classes de
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horménios por cinco concentragdes). Para os
experimentos de assepsia e com uso de citocininas
os dados foram transformados em (x+1)"? para a
realizacdo da analise de variancia (ANOVA). As
médias das porcentagens dos experimentos de
assepsia e do uso de citocininas foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo do efeito dos agentes desinfestantes
sobre os apices caulinares

Os épices caulinares submetidos aos
diferentes tratamentos para assepsia apresentaram
diferengas significativas quanto a eficiéncia de
desinfestacdo, em relagdo a porcentagem de
explantes contaminados, oxidados e estabelecidos
in vitro (Tabela 1). As menores taxas de
contaminagdo dos explantes foram observadas nos
tratamentos com a utilizagéo de 0,25% e 0,5% (p/v)
de HgCl; e 0,1% e 0,25% (p/v) de AgNOj;. Apesar
de amplamente utilizado para assepsia de
explantes vegetais (Picolotto et al., 2007; Donini et
al., 2008), o tratamento com NaOCI ndo apresentou
resultados satisfatérios para o estabelecimento dos
apices caulinares nas concentragdes testadas (2,5-
50% (v/v)), resultando na contaminagao de todos os
explantes introduzidos in vitro. O sucesso da
assepsia depende da idade e do tipo de explante,
da concentragdo da solugédo esterilizante e do
tempo de exposicdo do explante a solugdo (Donini
et al.,, 2005). E ainda, as concentragdes das
solugdes esterilizantes podem variar em fungédo da
sensibilidade do tecido a ser desinfestado
(Grattapaglia & Machado, 1998).

TABELA 1 — Porcentagem média de contaminagéo, oxidacdo e estabelecimento in vitro de apices caulinares de
sumauma, apoés assepsia em diferentes concentracées de HgCl,, AgNO3; e NaOCI.

Tratamento Agente Concentragéo Conta(ror/Li;'n agao OXi(((j,Z;} a0 Sobre(\:/i\;éncia
Desinfestante (%)
1 0,1 69,68 bc 89,90 ¢ 30,31¢
2 HgCl, 0,25 9,07 a 19,17 a 90,92 a
3 0,5 19,17 a 49,48 ab 82,85 a
4 0,1 2929 a 54,53 b 70,70 a
5 AgNO; 0,25 14,12 a 39,39 ab 85,87 a
6 05 64,63 b 69,68 bc 35,36 b
7 2,5 100 ¢ 100 ¢ 0,00 ¢
8 S 100 ¢ 100 ¢ 0,00 c
9 NaOCl 10 100 ¢ 100 ¢ 0,00 ¢
10 25 100 ¢ 100 ¢ 0,00 ¢
11 50 100 ¢ 100 ¢ 0,00 ¢
12 Controle 0 100 ¢ 100 ¢ 0,00 ¢

CV(contaminagéo) =0,1 8%

Cv(oxidagéo) =0,17%

Cv(sobrevivéncia) =0, 37%

Valores seguidos de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, em 5% de

probabilidade. CV = coeficiente de variagéo.
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Entre os apices caulinares estabelecidos in
vitro, nao foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos com HgCl; (0,25 e 0,5%) e
AgNO; (0,1 e 0,25%). Os tratamentos que
propiciaram maior indice de sobrevivéncia,
considerando simultaneamente menores taxas de
oxidagdo e contaminagédo, foram obtidos com o uso
de 0,25% (p/v) HgCl; e 0,25% (p/v) AgNOs.

Apesar da alta eficiéncia do HgCl, no
processo de assepsia de explantes de espécies
arboreas (Ribas et al.,, 2003), trata-se de um
produto toxico ao ambiente (George, 1993). Neste
contexto, apesar dos melhores resultados de
assepsia com sumauma terem sido obtidos com
0,25% (p/v) HQCl,, consideramos a utilizagdo de
0,25% (p/v) AgNO3 como procedimento padrao para
a assepsia de apices caulinares de sumauma. De
modo semelhante, Han et al. (2000) obtiveram 85%
de rizomas assépticos em Epimedium koreanum
utilizando 0,1% de AgNO3;. Resultados semelhantes
(sobrevivéncia de 60%) foram obtidos em
segmentos nodais de Rosa x hybrida CV. VEGAS,
utilizando AgNO; a 0,1% (Drefahl, 2004).

Os melhores resultados para o controle da
oxidacdo fendlica foram observadas nos
tratamentos com HgCl, (0,25%) e AgNO; (0,1 e
0,25%). Segundo Ménaco et al. (1977), a oxidagéo
fendlica pode dificultar o estabelecimento inicial do
material sob condi¢des in vitro, devido a formagao
de quinonas, que causam a inibigao do crescimento
e a morte dos explantes. De acordo com Andrade &
Lacerda (2000), o acumulo de polifendis em torno

da superficie incisada também pode dificultar e até
impedir totalmente o estabelecimento dos explantes
in vitro. Os polifendis sdo acumulados ao redor da
superficie incisada, modificando a composigdo do
meio de cultivo e a absorgéo de nutrientes.

Avaliacao do efeito das citocininas BAP, CIN e
TDZ no enraizamento, alongamento e formagao
de brotos nos apices caulinares

As citocininas exercem diferentes efeitos
sobre a fisiologia do desenvolvimento em plantas.
Sao associados a presenga desta classe de
hormdnios eventos como a formagéo de brotagdes
a partir do meristema apical, expansdo foliar,
retardo da senescéncia, promog¢éo da germinagéo
de sementes e formagdo de cloroplastos (Taiz &
Zeiger, 2008; Mok & Mok, 2001). Em condigbes in
vitro, as citocininas participam de processos de
regulagdo da divisdo, crescimento e diferenciagéo
celular. Durante o enraizamento de apices
caulinares, geralmente sdo utilizadas em baixas
concentragdes, sendo o BAP e a CIN as mais
utilizadas (Assis & Teixeira, 1998).

As melhores respostas dos apices de
sumauma para o enraizamento in vitro (Tabela 2)
foram obtidas com a utilizagdo da citocinina BAP,
na concentragdo de 0.22 mg dm® (53,33%),
observada apds 25 dias de tratamento (Figura C).
Em Phoenix dactylifera, o uso de 2.0 mg dm™ de
BAP em combinagdo com 2.0 mg dm™ de AlA
resultou no enraizamento de 33,3% das brotagbes
estabelecidas in vitro (Costa & Aloufa, 2006).

TABELA 2 — Porcentagem média de enraizamento de dpices caulinares de sumauma, apds 45 dias de cultivo
em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragbes de cinetina (CIN),

benzillaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ).

Concentracdo (mg dm™)

Hormonio 0 0,02 0,22 2,20 4.40
CIN 0 Aa 0 Aa 0 Ba 13,3 Aa. 0 Aa
BAP 0 Ab 0 Ab 53,3 Aa 20 Ab 0 Ab
TDZ 0 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Aa. 0 Aa

CV(concentrag:éo) = 1 ,39%

Valores seguidos pela mesma letra maiuscula na vertical (citocinina) ndo diferem estatisticamente entre si. Valores seguidos
pela mesma letra minuscula na horizontal (concentragao de citocinina) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, em 5% de probabilidade. CV = coeficiente de variagao.

Em contraste com os resultados
observados com adigdo de BAP, os tratamentos
com as duas outras citocininas avaliadas, CIN e
TDZ, mostraram-se ineficientes para a indugdo do
processo de enraizamento dos apices caulinares de
sumauma nas concentrag¢des utilizadas. Resultados
semelhantes foram obtidos em Linium sp. com o
uso do TDZ (Mundhara & Rashid, 2006) e com o
uso da CIN em explantes de Glycine max (L) Merril
(Diniz et al., 1991).

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 & Teixeira, 1998).
Apods 45 dias de cultivo, a melhor resposta
quanto ao alongamento dos &pices se deu no
tratamento controle (80%), seguido dos materiais
cultivados na presencga dos reguladores CIN e BAP
nas concentragdes de 0,02 mg dm™ e 2,20 mg dm™,
ambos apresentando taxa de 60% (Tabela 3).
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TABELA 3 — Porcentagem média de alongamento de apices caulinares de sumauma, apds 45 dias de cultivo
em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragbes de cinetina (CIN),
benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ).

Concentragédo (mg dm™)

Horméonio
0 0,02 0,22 2,20 4,40
CIN 33,3 Aa 60 Aa 20 Aa 60 Aa 20 Aa
BAP 80 Aa 0 Bb 33,3 Aa 53,3 Aa 26,7 Aa
TDZ 40 Aa 46,7 Aa 20 Aa 13,3 Aa 6,7 Aa

CV(concentra(;éo) =0,53%

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na vertical (citocinina) ndo diferem estatisticamente entre si. Valores seguidos
pela mesma letra minUscula na horizontal (concentragao de citocinina) nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, em 5% de probabilidade. CV = coeficiente de variacéo.

Adicionalmente, os tratamentos contendo
os reguladores CIN e BAP, nas concentragdes de
0,02 mg dm™ e 2,20 mg dm™, mostraram resultados
mais efetivos para a indugdo do alongamento dos
apices, com taxas de alongamentos entre 60% e
80% respectivamente (Tabela 3). A eficiéncia da
CIN no alongamento de apices também foi descrita
para Carthamus tinctorius L. (Radhika et al., 2006).
De maneira similar ao observado nos testes para
enraizamento, o TDZ mostrou-se ineficiente para a
indugcdo do alongamento dos apices caulinares de
sumauma. Em Fragaria x ananassa Duch. o uso do
TDZ (0,11 - 0,88 mg dm™) promoveu a formagéo de
calos e a supressdo do alongamento de brotos
(Debnath, 2005). Em Impatiens walleriana
brotagdes inoculadas na presencga de TDZ (0,002 —

0,22 mg dm®) provocaram a redugdo no
alongamento dos apices e um alargamento da base
(Subotié et al., 2008).

Com excegéo do tratamento contendo 0,22
mg dm™ de BAP, nao foram observadas diferengas
significativas na formagdo de brotos nos apices
caulinares de sumauma (Tabela 4; Figura 1D).
Apesar dos inumeros relatos sobre a importancia do
uso de citocininas na indugdo de brotos in vitro
(Morre et al., 1998; Ghu & Ribeiro, 2002; Kielse et
al., 2009; Rocha et al., 2009) a maior taxa de
formagdo de brotos foi obtida no tratamento
controle, sugerindo que fatores como o estresse
provocado pelo cultivo in vitro ou entdo a produgdes
enddgena de hormdnios ja seriam suficientes para a
indugdo de brotos em sumauma.

TABELA 4 — Porcentagem média de brotos induzidos a partir de apices caulinares de sumauma, apos 45 dias
de cultivo em meio de cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de cinetina (CIN),

benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ).

Concentraggo (mg dm™)

Hormonio 0 0.02 0.22 2.20 4.40
CIN 213 Aa 247 Aa 0,87 Aa 213 Aa 073 Aa
BAP 273 Aa 0,00 Bb 140 Aa 2,07 Aa 1,00 Aa
TDZ 120 Aa 1,60 Aa 0,67 Aa 0,60 Aa 020 Aa

CV(concentrat;éo) =1,40%

Valores seguidos pela mesma letra mailscula na vertical (citocinina) ndo diferem estatisticamente entre si. Valores seguidos
pela mesma letra minuscula na horizontal (concentragdo de citocinina) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, em 5% de probabilidade. CV = coeficiente de variagao.

CONCLUSOES

Apesar das dificuldades usualmente
associadas ao cultivo in vitro de espécies arbéreas,
foi possivel o estabelecimento e indugdo de
morfogénese a partir de apices caulinares de
sumauma. Os resultados apresentados no presente
trabalho sdo inéditos para esta espécie e podem
direcionar futuros estudos sobre a regeneragéo in
vitro de sumauma.
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FIGURA 1 - A) apice isolado; B) apice recém-transferido in vitro; C) enraizamento de apice apods vinte dias da
transferéncia in vitro com uso de 0,22 mg dm™ de benzilaminopurina (BAP); D) brotagdes foliares
com uso de 2,20 mg dm™ cinetina (CIN) ap6s 20 dias da transferéncia in vitro.
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