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RESUMO - Candeia (Eremanthus erythropappus) é uma espécie nativa do Cerrado que apresenta potencial econémico para a
indUstria madeireira e farmacéutica. Entretanto, a taxa de germinacdo ex vitro das sementes é considerada baixa. Neste
contexto, objetivou-se estabelecer um protocolo para germinacdo e multiplicagdo in vitro, visando a rapida multiplicacdo da
espécie. Para a germinacdo in vitro foram testados os meios de cultura WPM; Y2 WPM; ¥4 WPM; MS; ¥ MS e ¥ MS. Além
disso, também foram testadas concentracdes de GA; (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg L™) e niveis de pH (4,8, 5,8 e 6,8) no meio de
cultura ¥ WPM. Para a multiplicacdo in vitro, segmentos caulinares foram inoculados em meio de cultura ¥4 WPM,
suplementado com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L™). Brotagdes obtidas in vitro foram individualizadas e inoculadas
em meio de cultura ¥4 WPM, suplementado com AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 40 mg L™) e 1,5 g L™ de carvdo ativado para o
enraizamento in vitro. As brotagdes foram transferidas para tubetes contendo Plantmax® para posterior aclimatizacéo. Conclui-
se que o meio de cultura mais eficiente para a germinacao in vitro de candeia é o ¥ WPM suplementado com 0,56 mg L™ de
GA, e nivel de pH 4,8. Para a multiplicagdo deve ser utilizado o meio ¥4 WPM suplementado com 2,8 mg L™ de BAP e 3,1
mg L™ de AIB. As plantas apresentaram 70% de aclimatizagéo ex vitro.

Palavras-chave: Cerrado, cultura de tecidos, Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish, espécie florestal.

MICROPROPAGATION OF CANDEIA, NATIVE SPECIES FROM BRAZILIAN
CERRADO

ABSTRACT - Candeia (Eremanthus elytropappus) is a native species from Brazilian Cerrado and presenting economic
potential for the timber and pharmaceutical industry. However, the ex vitro germination rate of the seeds is considered low. In
this context, the objective was to establish a protocol for in vitro germination and multiplication, aiming at the rapid
multiplication of the species. For the in vitro germination medium were tested WPM; %2 WPM; ¥4 WPM; MS; MS % and Y,
MS. In addition, Were Also tested GA; (0.0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 mg L™) and pH levels (4.8, 5.8 and 6.8) in ¥4 WPM culture
medium. For in vitro multiplication, stem segments were inoculated in ¥2 WPM supplemented with BAP (0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0
and 5.0 mg L™). Shoots obtained in vitro were individually and inoculated in WPM ¥ culture, supplemented with IBA (0.0,
1.0, 2.0, 3.0, 40 mg L") and 1.5 g L™ of activated carbon for the in vitro rooting. The shoots were transferred to plastic tubes
containing Plantmax® for acclimatization. The more efficient culture medium for in vitro germination is % WPM
supplemented with 0.56 mg L™ GA; and pH 4.8. For multiplication must be used ¥: WPM medium supplemented with 2.8 mg
L™ BAP and 3.1 mg L™ IBA. The plants showed 70% of ex vitro acclimatization.

Key words: Cerrado, tissue culture, Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish, forest species.

INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma que apresenta grande
diversidade da flora brasileira (RIBEIRO; WALTER,
1998; KLINK; MACHADO, 2005). Contudo, muitas
espécies endémicas tém se perdido nas Gltimas décadas
(VIEIRA; MARTINS, 2000) devido principalmente ao
ritmo acelerado da agdo antropica (PEREIRA; GAMA,
2010). Além disso, estudos que contemplam espécies

nativas do Cerrado ainda sdo incipientes se comparados
aos de espécies de outros biomas brasileiros,
intensificando a perda de material genético vegetal nativo
(COELHO, 1999; LIMA et al., 2014).

Dentre as plantas nativas do Cerrado brasileiro
com grande potencial econdmico a ser explorado est a
candeia. Sendo, o seu 6leo, um dos principais produtos de
interesse, que pode ser extraido de toda a planta, o qual
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possui  propriedades antiflogisticas, antibacterianas,
antimicoticas, dermatologicas e espasmadicas
(SCOLFORO et al., 2004). Além deste, a madeira
apresenta alta durabilidade natural e é amplamente
utilizada como mourdes para cercas e outras construcdes
(PEREZ et al., 2004).

Pertencente a familia Asteraceae, estd no grupo
ecoldgico das pioneiras, pois é uma das poucas espécies
que ocorre naturalmente em solos arenosos ou pedregosos,
apresentando baixa exigéncia edafica (ARAUJO et al.,
2012). No entanto, pesquisas ja evidenciaram baixa
porcentagem de germinacdo ex vitro de candeia, atingindo
de 6% (CHAVES; RAMALHO, 1996) a 47,75%
(TONETTI et al.,, 2006). Diante disso, técnicas de
propagacdo assexuada representam importante ferramenta
na superacdo de obstaculos naturais inerentes as espécies
vegetais, visando a manutencdo de gendtipos superiores,
viabilizando o cultivo comercial em menos tempo e
produzindo plantas livres de doengas (MACHADO et al.,
2004). Entretanto, o cultivo in vitro de espécies nativas
ainda apresenta grandes desafios, principalmente
relacionados a adequacdo dos meios de cultura, fatores
fisicos e reguladores de crescimento. Dessa forma,
objetivou-se, estabelecer um protocolo para germinacdo e
multiplicacdo in vitro de candeia, visando a répida
multiplicacdo da espécie.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As inflorescéncias da candeia foram coletadas na
regido de Capitolio, Minas Gerais. Em seguida, foram
submetidas a separagdo por soprador tipo SeedBlower,
regulado na abertura 6.0 e tempo de ventilagdo de 30
segundos (TONETTI et al., 2006). Apbés a sele¢do,
procedeu-se a desinfestacdo das mesmas em cdmara de
fluxo laminar, mediante imersdo em alcool 70% por 30
segundos e em hipoclorito de sédio (NaOH 1%) por 15
min. Posteriormente, o material vegetal foi submetido a
triplo enxague em agua destilada autoclavada.

Germinagao in vitro

Foram testados os meios de cultura WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1981); ¥» WPM; ¥4 WPM; MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962); % MS e % MS,
acrescidos com 30 g L™ de sacarose e gelificados com 7,0
g L™ de 4gar (Sigma®). Foram testados também cinco
concentragdes de GA; (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg L™) e trés
niveis de pH (4,8, 5,8 e 6,8) em meio de cultura ¥2 WPM
(com base nos experimentos anteriores), acrescido com 30
g L de sacarose, gelificado com 7,0 g L™ de égar
(Sigma®) e autoclavados a 121 °C, durante 20 min. Apds
inoculadas as sementes, estas foram mantidas em sala de
crescimento sob irradiancia de 36 pmol m™ s, fotoperido
de 16 h e temperatura de 25 °C = 2 °C. Cada unidade
experimental foi composta por dez tubos de ensaio
contendo uma semente, com trés repeticbes. Aos 30 dias
de cultivo in vitro foi avaliada a porcentagem das sementes
germinadas (protrusdo radicular a £ 2,0 mm) em cada
tratamento.
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Multiplicacéo in vitro

Plantas oriundas da germinacdo in vitro com 90
dias de idade foram utilizadas como fonte de explantes
para este experimento. Segmentos caulinares com
aproximadamente 5 cm foram inoculados em meio de
cultura ¥ WPM, suplementado com diferentes
concentracdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0;4,0e 5,0 mg L™),
30 g L™ de sacarose e gelificados com 7,0 g L™ de &gar
(Sigma®). O pH do meio foi ajustado para 4,8 antes da
autoclavagem a 121 °C, durante 20 min. Apds a
inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento sob irradiancia de 36 pmol m™ s, fotoperiodo
de 16 h e temperatura de 25 °C = 2 °C. Cada unidade
experimental foi composta por dez tubos de ensaio
contendo um segmento caulinar, com trés repeticdes. Aos
60 dias de cultivo in vitro foi avaliado o nimero de brotos,
nimero médio de folhas por explante e o comprimento
médio da maior brotacéo.

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotacdes

BrotacOes obtidas in vitro foram individualizadas
e inoculadas em meio de cultura ¥» WPM, contendo
diferentes concentracdes de AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg
L™, 1,5 g L™ de carvéo ativado, 30 g L™ de sacarose e
gelificados com 7,0 g L™ de agar. O pH do meio foi
ajustado para 4,8 antes da autoclavagem a 121 °C, durante
20 min. Apds a inoculacdo, os segmentos foram mantidos
em sala de crescimento sob irradidncia de 36 umol m-2 S'l,
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 °C = 2 °C. Cada
unidade experimental foi composta por dez tubos de ensaio
contendo uma brotacgdo, com trés repeti¢des. Aos 60 dias
de cultivo in vitro foi avaliada a porcentagem de
enraizamento.

Aclimatizagdo

Plantas oriundas do melhor tratamento testado
para multiplicacdo e enraizamento in vitro, com 60 dias de
idade, foram transferidas para tubetes com volume de 250
mL, contendo substrato Plantmax® e envoltas com saco
plastico transparente para manutencdo da umidade relativa
no ambiente, durante 15 dias em sala de crescimento,
mantidas a temperatura 25 °C + 2 °C expostas ao
fotoperiodo de 16 h de luz com irradidncia de 36 pmol m™
s provida por lampadas fluorescentes (20W, Osram,
Brasil). Ap6s esse periodo de pré-aclimatizacdo, foi
realizada a abertura do recipiente de cultivo. Aos 30 dias, a
avaliacdo de sobrevivéncia das plantas ex vitro foi
realizada.

Anélises estatisticas

Para os fatores qualitativos foi utilizado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. J& para os fatores
quantitativos foi empregada a andlise de regressdo
polinomial de segundo grau, para avaliar o efeito das
concentragdes de GAz;, BAP e AIB. A andélise estatistica
foi realizada com o software estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagao in vitro

O meio ¥4 WPM apresentou resultados superiores
para germinacédo (70%) quando comparado com os demais
meios de cultura utilizados (Figura 1).

Nos estudos realizados por Nogueira et al. (2007),
com murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), e
por Rosal (2004) com candeia, os melhores resultados para
a germinacdo in vitro, 60% e 93,75%, respectivamente,

100 -
90 -
80 A
70 A
60 -

Germinagéo (%)
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foram obtidos utilizando o meio de cultura WPM, em
funcdo deste meio apresentar composicdo diluida, com
25% das concentracdes de NO* e NH** utilizadas no meio
MS (NUNES et al., 2008; VILLA et al., 2004), o que
garante melhor desempenho de espécies lenhosas.

Contudo, neste estudo a germinacdo in vitro das
sementes de candeia pdde ser incrementada por meio da
utilizacdo de 0,56 mg L™ de GA; em meio de cultura ¥
WPM, garantindo 87% de germinag&o (Figura 2).

50 A
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20 A
10- I '
0 -

WPM “2WPM % WPM

¥2MS Y2 MS

Meios de cultura

FIGURA 1 - Porcentagem de germinacdo de sementes de candeia em diferentes meios de cultura aos 30 dias de cultivo in
vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 2 - Porcentagem de germinacdo de sementes de candeia inoculadas em meio de cultura ¥4 WPM em funcéo das

concentragdes de GA; aos 30 dias de cultivo in vitro.

Resultados semelhantes foram encontrados para
Hancornia speciosa Gomes, espécie nativa do Cerrado, em
meio de cultura WPM suplementado com 0,2 mg L™ de
GA;, constatando maior porcentagem de sementes
germinadas in vitro (80%) (SOARES et al., 2007). A
concentracdo de GA; adicionada ao meio de cultura, pode
resultar em efeito significativo na germinacdo in vitro,
dependendo diretamente da concentragdo enddgena de
GA; presente nas sementes (VALIO, 1976; PRUDENTE
et al., 2015). Por outro lado, para algumas espécies, a

adicdo de GAz ao meio de cultura pode proporcionar um
atraso na protrusdo radicular, pois podera ocorrer inibi¢do
das enzimas hidroliticas induzidas pelo acimulo de GA;
endogeno (SANTOS et al., 2013).

Diferenga significativa também foi observada
para os diferentes niveis de pH testados em meio de
cultura ¥4 WPM para a germinagdo de sementes de
candeia. O pH 4,8 proporcionou germinagdo superior a
73,3%, sendo mais eficiente quando comparado aos niveis
5,8 (58,3%) e 6,8 (51,6%) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Porcentagem de germinacdo de sementes de candeia inoculadas em meio de cultura ¥2 WPM, com diferentes
niveis de pH, aos 30 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de

Tukey (p <0,05).

Esses resultados comprovam que o pH é um fator
critico do meio de cultura que pode influenciar na
disponibilidade de nutrientes, paralisando o crescimento e
desenvolvimento in vitro (SOARES et al., 2009). No caso
da candeia, verifica-se baixa habilidade para germinar em
ambientes basicos. J& para a falsa serralha, Emilia
sonchifolia (Asteraceae), o pH 6,0 promoveu maior
percentual de germinagdo (86%), o que indica que cada
espécie possui uma tolerancia diferente ao nivel de pH
(YAMASHITA et al., 2009).

Multiplicagéo in vitro

Estimou-se que a maxima multiplicacdo de brotos
foi alcancada com a concentracdo de 2,8 mg L™ de BAP,
com média de, aproximadamente, 2,3 brotos por explante.
Esta concentracdo também foi adequada para garantir as
maiores médias de comprimento das brotacdes (8,4 cm),
no entanto, a concentracéo de 3,10 mg L™ de BAP garantiu
10,4 folhas por brotacéo (Figuras 4A, 4B e 4C).

Dentre os fatores que interferem diretamente no
processo de multiplicagdo in vitro, estdo os reguladores de
crescimento, em especial as citocininas, como a BAP
(LEONTIEV-ORLOV et al., 2000), sendo comumente
utilizada para quebra da dorméncia apical de brotos e
aumento da taxa de multiplicagdo, pois atua a nivel celular,
induzindo a expressdo de alguns genes relacionados ao
crescimento e promocgdo de mitose (VILLA et al., 2005;
RIEFLER et al., 2006; YEW et al., 2010). Corroborando
com os resultados obtidos neste estudo, no qual a
utilizagdo da BAP isoladamente no meio de cultura obteve
efeitos benéficos na multiplicagdo de candeia, muitos
trabalhos comprovam a eficacia da citocinina BAP na
multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diversas espécies, tanto lenhosas, como
arbéreas (HU; WANG, 1983; VILLA et al., 2004).

Entren6s de Malus sylveltris Mill. (macieira),
inoculados em meio de cultura MS suplementado com 1,0
mg L™ de BAP, obtiveram as maiores taxas de regeneragio
(SCHUCH et al., 2012). Para a regeneracdo e crescimento
de brotos de Ananas comosus (L.) (abacaxi), 2,0 mg L™ de
BAP no meio de cultura MS promoveu as melhores
respostas in vitro (ADEL; ROSNA, 2011).

Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotacdes

O AIB garantiu maior porcentagem de formagéo
de raizes (64,6%) com a concentracdo de 3,1 mg L™,
evidenciando que a presenga de auxinas promove o0
desenvolvimento radicular de candeia (Figura 5).

Dentre as auxinas mais indicadas para 0
enraizamento in vitro estdio AIA, ANA e o AIB
(ZIMMERMANN, 1981; LOPES et al., 2001). Entre elas,
0 AIB possui expressiva funcionalidade in vitro por néo
causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de
concentragdo e ser eficiente em uma grande variedade de
espécies (HARTMANN et al., 1997; LOPES et al., 2001),
sendo efetivo na expansdo e no alongamento celular,
auxiliando também na divisdo celular em cultura de
tecidos, principalmente no enraizamento, permitindo a
constituicdlo de plantas completas, para posterior
aclimatacdo as condigdes ex vitro (KRIKORIAN, 1991;
BANDEIRA et al., 2012).

Aclimatizacdo

As plantas oriundas do melhor tratamento para
multiplicacdo e enraizamento in vitro, apresentaram uma
média de 70% de sobrevivéncia ap6s a aclimatizagdo ex
vitro. O aspecto visual das plantas aclimatizadas esta
ilustrado na Figura 6.

Na fase de aclimatizacdo, geralmente, apenas a
fotossintese esta atuando como fornecedora de energia a
planta vinda do cultivo in vitro. Portanto, a formacdo de
raizes adventicias in vitro é importante para a etapa de
aclimatizacdo, pois, plantas completas ndo necessitariam
ter maior gasto energético com a sintese de novas raizes
ap6s serem transplantadas para o ambiente ex vitro
(CHANDRA et al., 2010). Como as brotacGes obtiveram
uma taxa de enraizamento in vitro considerada elevada,
durante a aclimatizacdo ex vitro, isso pode ter ajudado a
minimizar os danos causados pela transicdo das condicdes
in vitro para ex vitro, atuando na inducdo da competéncia
do aparato fotossintético como um estimulo para a
transicdo de heterotrofismo para o autotrofismo.
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FIGURA 4 - Nimero de brotos (A), nimero médio de folhas (B) e comprimento médio da maior brotagéo (C) de cadeia, em
funcéo de diferentes concentragcdes de BAP aos 30 dias de cultivo in vitro.
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FIGURA 5 - Porcentagem de enraizamento de brotacBes de cadeia em funcdo de diferentes concentracbes de AIB aos 30 dias

de cultivo in vitro.
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FIGURA 6 - Brotacdes de candeia inoculadas em meio de cultura ¥4 WPM suplementado com 3,2 mg L™ de AIB,
evidenciando o sistema radicular bem desenvolvido aos 30 dias de cultivo in vitro (A). Brotagdo de candeia aclimatizada em

substrato Plantmax® aos 60 dias de cultivo ex vitro (B).

CONCLUSOES

Recomenda-se a utilizacdo do meio de cultura ¥,
WPM suplementado com 0,56 mg L™ de GA;, e pH 4,8
para a germinagdo e o meio de cultura Y2 WPM
suplementado com 2,8 mg L™ de BAP e 3,1 mg L™ de AIB
para multiplicacdo e enraizamento in vitro de candeia,
respectivamente.
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