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RESUMO

Conobea scoparioides Cham. & Schltdl é uma espécie vegetal utilizada na medicina
popular caseira no combate de caries e béri-béri pela populacdo. A extracdo do seu
Oleo essencial é a principal motivagédo de interesse econdmico nas industrias cosmética
e farmacoldgica. O cultivo in vitro é uma das possiveis ferramentas utilizadas para a
multiplicagcdo dessa espécie em larga escala em um curto intervalo de tempo.
Objetivou-se avaliar o efeito de concentragbes de sais na composicdo do meio MS e
BAP em fungédo do tempo apés a inoculagédo, afim de aperfeicoar os procedimentos
técnicos da multiplicagao in vitro de pataqueira. O estudo foi realizado na Embrapa
Amazébnia Oriental, Belém-Pa. Foram utilizados explantes de plantulas pré-
estabelecidas in vitro de pataqueira inoculados em meio MS (4MS, 2MS e 1MS),
combinadas com BAP (0 e 2 mg.L™") em trés tempos apés a inoculagdo (10, 20, 30
dias). O experimento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 6x3 com 4
repeticobes com trés frascos cada. Foram avaliados o nimero médio de brotagdes e o
comprimento médio dos brotos. Houve efeito significativo na interacdo de MS
combinadas com BAP em relagdo ao numero e comprimento de brotos de pataqueira.
Os meios suplementados com BAP induziu um numero maior de brotagcbes, sendo que
o periodo de avaliacdo aos 30 dias foi o Unico que mostrou interacdo entre as
concentracées MS e do BAP. Assim, a combinacdo do MS com BAP no periodo de 30
dias promove maior brota¢oes e crescimento in vitro de pataqueira.
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EFFECT OF DIFFERENT SALT AND BAP CONCENTRATIONS IN /N VITRO SHOOT
INDUCTION OF PATAQUEIRA

ABSTRACT

Conobea scoparioides Cham. & Schltdl is a plant species used in popular traditional
medicine against tooth decay and beriberi. Its essential oil extraction is the main
economic interest motivation for cosmetic and pharmacological industries; the in vitro
culture is one of the possible tools applied in the large-scale multiplication within short
time periods. Thus, this work aimed to evaluate the effect of salt and BAP
concentrations in MS medium over the time after inoculation, in order to optimize the in
vitro multiplication technical procedures of pataqueira. The study was carried out in the
Embrapa Eastern Amazon, Belém-PA. In vitro pre-established pataqueira plantlets were
used as explants, which were inoculated in MS medium ( 4MS, 2MS and 1MS),
combined with BAP (0 and 2 mg.L-1) in three periods after inoculation (10, 20 and 30
days). The experimental design was the completely randomized design in factorial
scheme of 6x3 with 4 replications with 3 flasks each. It was evaluated the mean shoot
number and mean shoot length. There was significant effect in the interaction of MS with
BAP related to the number and length of pataqueira shoots. The BAP-supplemented
media induced higher shoot number, being the 30-day period the only one to show
interaction between MS and BAP concentrations. Therefore, the combination of MS with
BAP in the 30-day period promotes higher shoots and in vitro growth of pataqueira.
KEYWORDS: BAP, Conobea scoparioides, tissue culture.

INTRODUCAO

Conobea scoparioides Cham. & Schltdl. (Scrophulariaceae) € uma espécie
herbacea, popularmente denominada de pataqueira ou vassourinha-do-brejo, € uma
planta muito aromatica, caracteristica do norte brasileiro, sendo que a populagao nativa
utiliza esse vegetal para banhos de cheiro e para o tratamento do beribéri. Essa
espécie é encontrada em dareas semi-inundadas, terras baixas, rios e riachos.
Apresenta um rendimento em 6éleo essencial de 1,5 a 3,0 % e 0s principais
componentes do seu 6leo sdo: a-felandreno, metiltimol e timol. O 6leo essencial de
pataqueira possui uma alta capacidade antioxidante e importante atividade biolégica
(MAIA, 2007; REBELO et al., 2009).

Estudos realizados por Oliveira (2015) relatam que a C. scoparioides se propaga
naturalmente através de sementes (sexuada) e por estacas (assexuada) de ramos de
10 a 15 cm de comprimento com 2 a 3 nés, em locais bem irrigados, a pleno sol, de
preferéncia no inicio do inverno, que na regiao Norte ocorre nos meses de dezembro e
janeiro. Entre as caracteristicas mais marcantes dessa espécie, destacam-se o0s
constituintes timol, metiltimol e a-felandreno, presentes no 6leo essencial da espécie,
que expelem odores agradaveis (COSTA et al., 2014), os quais sado de interesse para o
mercado brasileiro de perfumes e cosméticos (OLIVEIRA, 2015).

Segundo Moraes et al. (2012), a técnica de cultura de tecidos vegetais é
amplamente usada para producao em escala industrial de espécies que servirdo como
fonte de compostos biologicamente ativos e aprimoramento da producdo de
fitofarmacos, a fim de assegurar exploracdo sustentavel das espécies. Dalga (2012)
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afirma que é fundamental o conhecimento da biologia da planta, uma vez que cada
espécie tem necessidades diferentes e, portanto, distintos padrdes de crescimento e
desenvolvimento. Um dos principais fatores que interferem na propagacao in vitro é a
suplementacdo do meio de cultivo com reguladores de crescimento vegetal. As
citocininas sdao uma classe de reguladores com capacidade marcante de induzir a
divisao celular em tecidos vegetais. Portanto, sdo importantes para formacao de 6rgaos,
principalmente aéreos. A benzilaminopurina (BAP) é uma citocinina sintética utilizada
para a multiplicacao in vitro de diversas espécies (LUCAS et al., 2007).

Nesse sentido, o estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de sais na composi¢cao do meio liquido MS combinado ao regulador de
crescimento, BAP (6-benzilaminopurina), sobre a multiplicacdo de brotos de C.
scoparioides.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Amazénia
Oriental. Para a obtencdo de explantes foram utilizadas plantas de C. scoparioides,
previamente cultivadas em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,1962).

Preparacao do meio de Cultura

Os tratamentos do experimento foram constituidos por diferentes concentracoes
de sais no meio de cultura MS, adicionadas de diferentes doses do regulador de
crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP). Para a formulagdo dos meios de cultura
utilizou-se trés concentragdes de sais na composi¢cao do meio MS: um quarto ("sMS), a
metade (*2MS) e a concentracao completa (1MS) dos sais do meio MS combinadas
com as concentracdes de 0 e 2 mg.L™" de BAP ( Tabela 1). Os meios de cultura foram
suplementados com 3% de sacarose, solidificados com phytagel a 0,3%, o pH foi
ajustado para 5.8 e posteriormente autoclavados a 120°C durante 20 minutos.

TABELA 1- Concentracdes de sais no meio de
cultura MS, com diferentes doses de citocinina
(BAP). Belém, PA, 2015.
Concentracao de sais (MS) BAP mg.L-1
MS
MS 14 0mg.L" 2mg.L”
MS 4

Inoculacao em meio de cultura

As plantas foram repicadas retirando-se 0s segmentos nodais com de cerca de
1cm de comprimento. Em seguida, os explantes obtidos foram inoculados na posicéao
vertical em frascos (250 mL) contendo o meio MS com as proporcoes pré-estabelecidas
de sais e de BAP (Figura 1), esse processo foi realizado sob condicoes assépticas em
camara de fluxo laminar vertical. Apds a inoculacdo dos explantes, os frascos foram
acondicionados em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16h luz dia’ com
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intensidade luminosa de 25pmol.m2.s”'de irradiancia e temperatura de 25+3°C. Foi
avaliado o numero médio de brotagdes e comprimento médio dos brotos.
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FIGURA 1- A: Explantes dos segmentos nodais de
C. scoparioides com de cerca de 1cm de
comprimento. B: Inoculacdao dos explantes na
posicao vertical em frascos (250 mL) contendo o
meio MS.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado),
em arranjo fatorial 6 (concentragcées de sais no meio de cultura MS +BAP) x 3 (periodos
de inoculacao-10, 20 e 30 dias), com 4 repeticbes com trés frascos cada, contendo dois
explantes por frasco. A analise de variancia foi feita pelo programa estatistico Sisvar e a
comparacao de média pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao numero de brotos de C. scoparioides apresentados na Figura 2,
houve efeito significativo para a interacdo das diferentes concentragdes de sais com
BAP em relacdo aos diferentes periodos de avaliacdo (dias) (P<0,05). Assim, a
aplicacao de sais MS e do BAP juntos, nas concentracbes testadas, proporcionaram
aumento significativo na indugdo de brotagcbes em relacdo aos submetidos ao
tratamento com meio MS liquido sem BAP, sendo que o periodo de avaliagdo aos 30
dias foi 0 mais expressivo entre as interacao de MS e BAP.

Para as concentragbes de sais e BAP (mg.L™) utilizados, o nimero de brotos
induzidos pela concentragéo “MS + 2 de BAP e MS 1/4 + 2 de BAP” foi estatisticamente
superior numero de brotos induzidos pelas demais concentracées. Sendo a
concentracao 1/4 + 2 de BAP a qual apresentou maior numero medio (15) de brotos aos
30 dias do periodo de avaliagao, verificando-se assim que a presenca de BAP no meio
de cultivo favorece o acréscimo de broto e o meio nutritivo sem BAP foi considerado
ineficiente.

No trabalho de propagacao in vitro de Lippia integrifdlia realizado por Lannicelli et
al. (2016), os tratamentos com BAP no meio de cultura, promoveram maior produgao
inducdo de brotos, levando-se em consideragdo que esse regulador de crescimento
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esta diretamente ligado a uma alta taxa de multiplicacdo de brotos. E o que pode ser
observado em trabalhos de propagacado de cultura in vitro com Justicia pectoralis,
Croton cajucara Benth e Oncidium baueri Lindl. (FREITAS et al., 2016; SILVA et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2016). Demostrando assim que o presente trabalho obteve o
mesmo comportamento em relagdo a produgédo de brotos de C. scoparioides cultivada
in vitro.

Em relacao aos periodos de avaliacao, pode-se observar que o explante obteve
maior numero de brotagcdo aos 30 dias apds a repicagem, sendo os avaliados no
periodo de 10 e 20 dias estatisticamente iguais. De acordo com Santos et al. (2016) no
trabalho realizado com diferentes concentracdes de BAP, aos 30 dias do cultivo in vitro
de Etlingera elatior teve grande variagdo na quantidade de brotos de acordo com cada
concentragao de BAP, provavelmente pelo fato da cultura ainda estar se adaptando as
novas condigbes de cultivo. No caso do experimento da C. scoparioides teve uma
quantidade de brotagdo uniforme no inicio se diferenciando ao longo do tempo
demostrando assim a eficiéncia e a importancia de se utilizar o BAP no meio de cultivo
dessa espécie para producao de brotos.
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FIGURA 2- Numero médio de brotos de C. scoparioides obtidos em meio MS
suplementado com BAP apds trés periodos de inoculacdo. Barras
seguidas pelas mesmas letras minascula entre os meios MS (para o
mesmo periodo) e maiuscula dentro de cada meio MS (entre os
periodos) nao diferem entre si pelo teste de scott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Autores (2017)

Observou-se o crescimento médio dos brotos de C. scoparioides em todos os
tratamentos, considerando de maneira geral que a adigéo de citocinina (BAP) ao meio
nutritivo reduziu o crescimento dos brotos. Como exemplo é possivel verificar para o
periodo de 30 dias, a reducao de 7,50cm quando foi utilizado MS 1/4 + 0 de BAP no
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crescimento do broto para 1,25c¢cm quando utilizado o meio nutritivo MS 1/4 + 2 de BAP
(Figura 3).
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FIGURA 3- Comprimento médio de brotos de C. scoparioides obtidos em
meio MS suplementado com BAP apés trés periodos de
inoculacdo. Barras seguidas pelas mesmas letras mindscula
entre os meios MS (para 0 mesmo periodo) e mailscula
dentro de cada meio MS (entre os periodos) nao diferem
entre si pelo teste de scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Autores (2017).

Com relacao aos periodos de avaliacao, verificou-se que o comprimento médio (cm)
dos brotos de C. scoparioides apresentaram diferenga estatistica, com acréscimo
significativo de maneira geral do periodo de 10 dias a 30 dias, 0 que sugere um
representativo crescimento para formacao de mudas. Resultado semelhante foi obtido
por Dias et al. (2011), trabalhando com Ananas comosus var. ananassoides (L.) Merr.
(Baker) Coppens & F. Leal, conhecida popularmente como abacaxizeiro, obtiveram
maior crescimento (cm) de brotos na auséncia de BAP, considerando que o0 aumento
nas concentragcdes desta citocinina reduziu significativamente o comprimento dos
brotos. O favorecimento para o aumento do numero de brotos e o retardo do
crescimento de brotos de C. scoparioides corrobora a acao natural da citocinina, que
estimula a divisdo celular e reduz a dominancia apical. Segundo Taiz e Zeiger (2004) a
dominéncia apical € determinada pela auxina, sendo a citocinina atuante no inicio do
crescimento das gemas laterais.

CONCLUSOES
O meio de cultura suplementado com citocinina (BAP) promoveu maior efeito
sobre a brotagdo de pataqueira e a auséncia dessa citocinina teve maior efeito no
crescimento para os periodos avaliados, sendo o periodo de 30 dias 0 mais eficiente.
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Desse modo a suplementacdo é favoravel para a multiplicacdo in vitro da espécie
estudada.
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