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RESUMO

O uso de técnicas de cultivo in vitro com fins de producdo de mudas ja € uma realidade
biotecnoldgica que permite a manutencdo da biodiversidade de muitas florestas. Todavia,
altas concentracbes de sacarose no meio de cultura podem influenciar negativamente o
crescimento das plantas. Objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes concentracfes de
sacarose no crescimento e perfil de pigmentos fotossintéticos em duas espécies arboreas da
Mata Atlantica cultivadas in vitro. Segmentos nodais de Handroanthus impetiginosus e
Jacaranda brasiliana foram obtidos de plantas in vitro e inoculados em meio WPM,
acrescido de 0,1 g.L* de inositol e 5,5 g.L™ de agar e diferentes concentracdes de sacarose:
0,0; 15,0 e 30,0 g.L*. Aos 50 dias de cultivo foi avaliado o comprimento da parte aérea,
numero de folhas, teor de clorofilas, razdo clorofila a/b e carotenoides. Os dados foram
submetidosao Teste de Tukey a 5% de probabilidade. A adic¢do de sacarose no meio de cultivo
influenciou positivamente a emissdo de folhas, entretanto ndo promoveram diferencas
significativas no comprimento das brotacdes de J. Brasiliana. O teor de clorofilas totais foi
maior a medida em que a concentracdo de sacarose aumentou. Nao houve influéncia das
concentracdes de sacarose no conteldo de carotenoides e na razdo clorofilas a/b. Com base
nos resultados a reducdo reducdo em 50% na concentracdo da sacarose no meio de cultivo nao
implica em perdas na qualidade das brotacfes e permite a reducédo dos custos para a producao

de mudas dessas espécies.

Palavras-chave: Jacaranda brasiliana, Handroanthus impetiginosus, cultivo in vitro, fonte
de carbono.
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INTRODUCAO

Atualmente, a Mata Atlantica é considerada provavelmente o bioma mais devastado e
ameacado do planeta, sofrendo um ritmo de mudangas que estd entre os mais rapidos
observados. A necessidade de a¢Bes que visem a conservacao € de grande urgéncia, visto que
0 processo de devastacdo desse bioma foi iniciado na colonizacdo do Brasil e por se estender
ao longo da costa do pais, sofreu os impactos dos diversos ciclos econémicos durante sua
historia, particularmente durante o processo de urbanizacdo e crescimento das cidades
(CARDOSO, 2016).

Mais de 530 especies de plantas da Mata Atlantica estdo ameacadas de extingéo,
portanto, é razoadvel especular que, diante de eventuais mudancgas no habitat, decorrentes do
aquecimento global, este ja alarmante numero de espéecies ameagadas ird aumentar, pois a
fragmentacdo generalizada da floresta limita a migracdo e a colonizacdo de espeécies,
necessarias para a persisténcia das populacées em longo prazo (TABARELLI et al. 2005).

Com o intuito de mitigar as perdas de diversidade e areas da Mata Atlantica, acbes que
visam a recuperacao do bioma vém sendo incentivadas e realizadas. Para tanto, a propagacao
de mudas € etapa crucial no suporte a iniciativas que visam a restauracdo e enriquecimento de
areas degradadas (OLIVEIRA, et al. 2016). O uso de técnicas de cultivo in vitro com fins de
producdo de mudas para reflorestamento e conservacdo de espécies ja& € uma realidade
biotecnoldgica que permite a manutencdo da biodiversidade de muitas florestas (ULISSES et
al. 2010; CHANDRA et al. 2010).

No cultivo in vitro de plantas, o interior dos recipientes geralmente apresentam
elevada umidade relativa, baixas concentracdes de CO,, acumulo de etileno, onde as
brotacdes crescem dependendo de uma fonte de carbono externa, que geralmente é suprida
por altas concentracdes de sacarose, sendo considerada o segundo componente do meio de
cultura mais oneroso nessa técnica (ARENCIBIA et al. 2018; MIRANDA et al. 2016; SAHU
& SAHU, 2013). A modificacdo de um ou mais desses fatores pode melhorar as taxas
fotossintéticas, favorecendo o crescimento e desenvolvimento das plantas, além de reduzir os
custos de producdo de mudas (SOUZA & HOULLOU, 2019).

Altas concentracdes de sacarose adicionadas ao meio de cultura podem influenciar
negativamente o crescimento e o desenvolvimento das plantas (HASSANKHAH et al. 2014),
por outro lado, a supressédo ou reducdo desse componente no cultivo in vitro permite que as
plantas modulem o metabolismo de carboidratos e assim, fotossintetizem mais facilmente
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durante a aclimatizagdo (LEMBRECHTS et al. 2017). Por isso, 0 crescimento e o
desenvolvimento de plantas em um meio de cultivo sem adi¢cdo de sacarose estdo intimamente
relacionados com a capacidade da espécie em melhorar seu desempenho nessas condi¢des
(MARTINS et al. 2015).

Pesquisas acerca do cultivo in vitro de espécies arboreas tém sido realizadas com
sucesso e os resultados demonstram a viabilidade da técnica na propagacao de mudas, sendo o
Handroanthus um dos géneros dessas pesquisas (BASSEGIO et al. 2017; PEREIRA et al.
2015).

Comumente conhecida como ipé roxo, Handroanthus impetiginosus € uma espécie
arborea da familia Begoniaceae (MARTINELLI & MORAES, 2013), originéria do bioma
Mata Atléantica e com ocorréncia preferencialmente na floresta estacional decidua e
semidecidua, podendo ocorrer também no Cerrado, Amazonia, Pantanal e Caatinga, tendo sua
presenca marcada nas regides Norte, Nordeste, Sudeste, Centro-oeste e Sul do Brasil. E
considerada heliéfila e muito utilizada na regeneracdo de florestas e arborizacdo urbana,
encantando os locais publicos como ruas e parques com suas belas flores. Além disso, é uma
espécie medicinal devido sua agdo antiinflamatoria, analgésica, antibiotica e antineoplésica
(CNCFlora, 2019). Devido sua importancia econémica e por seu declinio verificado/projetado
(MARTINELLI & MORAES, 2013), pesquisas recentes evidenciam a necessidade do
estabelecimento, em curto prazo, de estratégias voltadas a conservacdo dessa espécie
(MATOS et al. 2017).

Outra espécie de grande importancia, é o Jacaranda brasiliana. Pertencente a familia
Bignoniaceae, € uma espécie pioneira, sendo muito bem empregada em acdes que visam a
recuperacdo de areas degradadas. A espécie € utilizada também na arborizacdo urbana. Suas
propriedades medicinais sdo antiinflamatdria, diurética, sudorifica, depurativa, tonica,
adstringente. Sendo indicado contra o edema e a dor de articulacbes, porque o cha das folhas é
usado para combater infec¢Bes cutaneas e reumatismo. Combate a sifilis e Ulceras e as cascas
do tronco sdo utilizadas para dermatites (MACEDO & FERREIRA, 2004).

Assim como as pesquisas voltadas para o cultivo in vitro de espécies do género
Handroanthus, pesquisas acerca focadas no género Jacaranda com o intuito de estabelecer o
cultivos in vitro para a obtencdo de processos que viabilizem a propagacdo de mudas € de
suma importancia. Sendo assim, o0 objetivo da pesquisa foi avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes de sacarose no crescimento e perfil de pigmentos fotossintéticos em duas

espécies arboreas da Mata Atlantica cultivadas in vitro.
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METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisas Aplicadas a Biofabrica
(LAPAB) do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), localizado em
Recife/PE-Brasil.

Plantulas germinadas in vitro foram utilizadas para obtencdo de segmentos nodais
(explantes) com aproximadamente 1,5 cm de comprimento, os quais foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 10 ml do meio WPM (Wood Plant Medium) (LLOYD &
MCCOWN, 1981), acrescido de 0,1 g.L! de inositol e 55 g.L? de agar e diferentes
concentragdes de sacarose: 0,0; 15,0 e 30,0 g.L%. Os tubos de ensaio contendo os explantes
foram vedados com filme plastico de polipropileno para permitir maior entrada de luz. Em
seguida os tubos foram mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25°C + 2, sob
lampadas led branca, com intensidade luminosa de 42 pmol m? st por 50 dias. Ao final deste
periodo, foi avaliados 0 comprimento da parte aérea, nimero de folhas, teor de clorofila a, b,
e totais, razéo clorofila a/b e carotenoides.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o Software SISVAR (FERREIRA, 2014) e apenas

os da variavel nimero de folhas foram transformados por x+1.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento e o desenvolvimento das brotacdes foram diferentes entre as espécies em

estudo. As brotacGes de ipé apresentaram maior comprimento da parte aérea em relacédo as do

Jacarandé (Figura 1A).
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Figura 1. Comprimento da parte aérea (A) e nimero de folhas (B) em Handroanthus
impetiginosus e Jacaranda brasiliana cultivadas in vitro sob diferentes concentraces de

Sacarose.

As concentragdes de sacarose no meio de cultivo ndo promoveram diferencas
significativas no comprimento das brotacdes de J. brasiliana. Por outro lado, as brotactes de
Handroanthus impetiginosus apresentaram menor comprimento da parte aérea nha
concentragdo de 15,0 g.L™ de sacarose (Figura 1A).

A reducdo das taxas fotossintéticas in vitro se da principalmente pelo excesso de
sacarose adicionada ao meio de cultura, uma vez que esse componente pode exercer um feed-
back negativo sobre enzimas relacionadas ao processo fotossintético (LOBO et al. 2015;
FURBANK et al. 1997).

Cada especie pode responder de maneira diferente a adicdo de sacarose ao meio de
cultivo. Fernandes et al. (2013) avaliando o efeito de diferentes concentragfes de sacarose na

micropropagacdo de Tectona grandis verificaram que ndo houve influéncia deste composto no
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crescimento das plantas, demonstrando que baixas concentragdes deste componente podem
ser utilizadas, resultando na economia dos insumos do meio de cultura.

Estudo realizado por Khan et al. (2002) aponta que a supressdo da sacarose no meio de
cultura combinado com o aumento da intensidade luminosa favoreceu o comprimento das
brotagdes de Eucalyptus tereticornis.

A adicdo de sacarose no meio de cultura influenciou positivamente na emissao de folhas
nas brotacdes de J. brasiliana (Figura 1B). J& em Handroanthus impetiginosus ndo houve
diferencas significativas para o nimero de folhas em detrimento das concentragdes de
sacarose (Figura 1B).

A supressao da sacarose no meio de cultivo favoreceu 0 aumento do nimero de folhas
em plantas de Acacia mangium cultivadas in vitro (ERMAYANTI et al. 1999). O nimero e 0
tamanho das folhas estdo intimamente atrelados com a &rea fotossintetizante da planta.

Assim sendo, a fotossintese tem inicio com a captacdo de luz pelas clorofilas, onde a
clorofila a é tida como pigmento principal e a clorofila b como pigmento acessorio, evitando
que o excesso de energia luminosa acarrete danos aos fotossistemas e comprometa 0 processo
fotossintético (LICHTENTHALER, 1987).

Os resultados dos teores de clorofila a (Chl a) variaram em funcéo da espécie e das

concentragdes de sacarose (Figura 2).
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Figura 2. Teor de clorofila a em folhas de Handroanthus impetiginosus e Jacaranda

brasiliana cultivadas in vitro sob diferentes concentragdes de sacarose.

De um modo geral, as brotaces regeneradas em meio contendo sacarose apresentaram
maiores teores de clorofila a (Figura 2). Entre as espécies, observou-se que o Jacaranda
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brasiliana apresentou maiores médias desse pigmento nos meios contendo sacarose em
relacdo ao Handroanthus impetiginosus. O ipé roxo, embora tenha apresentado diferencas
significativas nos teores de chla entre as concentracGes de sacarose, essa diferenca € menor do
que aquela observada para J. brasiliana (Figura 2).

A quantificacdo dos teores de clorofilas em plantas propagadas in vitro fornece
informacdes importantes sobre a estado fotossintético durante a micropropagacao (YADAYV et
al. 2010), visto que o contetdo desses pigmentos estdo diretamente relacionados com
metabolismo primario (DUTTA GUPTA & PATTANAYAK, 2017) e podem influenciar na
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizagdo (LOBO et al. 2015).

Os teores de clorofila b (Chlb) variaram entre as espécies estudadas, onde o J.

brasiliana teve os maiores valores médios desse pigmento. Entretanto, ndo houve diferencas

significativas em funcdo das concentragdes de sacarose adicionadas no meio de cultivo
(Figura 3A, B).
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Figura 3. Teor de clorofila b (A, B), totais (C, D), carotenoides (E, F) e razdo clorofila a/b

(G, H) em folhas de Handroanthus impetiginosus e Jacaranda brasiliana cultivadas in vitro

sob diferentes concentragdes de sacarose.
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De modo semelhante, para os teores de clorofilas totais (ChIT) e carotenoides (Car), a
espécie J. brasiliana apresentou os maiores valores desses pigmentos (Figura 3C, F).

A supressdo da sacarose no meio de cultivo influenciou significativamente na reducgéo
dos teores de ChIT em ambas as espécies (Figura 3D). Resultado semelhante foi encontrado
por Furbank et al. (1997) avaliando o conteldo de clorofilas em plantas de Nicotiana
tabacum.

Arencibia et al. (2018) verificaram que a reducdo em 50% da concentracdo de sacarose
usual no meio de cultura (3%) melhorou o enraizamento e a qualidade das brotacfes de
Populus spp. cultivadas in vitro. Geralmente no cultivo in vitro, as culturas apresentam baixos
teores de clorofilas e/ou reducdo na atividade ou inativacdo de enzimas relacionadas a
fotossintese.

A adicdo de sacarose no meio de cultivo ndo influenciou nos teores de carotenoides nas
duas espécies (Figura 3F). A manutencdo dos teores de carotenoides em plantas
micropropagadas € de grande importancia, pois além de desempenharem a funcdo de
pigmentos acessorio na fotossintese, sdo antioxidantes, atuando na prevencdo dos danos
oxidativos nas células ocasionados pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SUN
et al., 2018; HAVAUX, 2013).

A razdo clorofila a/b foi diferente entre as especies, com maior a/b para H.
impertiginosus (Figura 3G). As concentracfes de sacarose nao influenciaram na razéo
clorofila a/b nas duas espécies estudadas (Figura 3H), sendo uma importante resposta, uma
vez que a razdo clorofila a/b pode indicar a eficiéncia dos fotossistemas em diversas
condicdes ambientais (VICTORIO et al. 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

A reducdo em 50% na concentracdo da sacarose no meio de cultivo ndo implica em
perdas na qualidade das brotacdes e permite a reducdo dos custos para a producdo de mudas
dessas espécies.

A manutencdo dos teores de carotenoides e da razdo clorofila a/b pode ser considerado um

bom indicativo da qualidade das brotagdes.
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