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RESUMO - Dolichandra unguis-cati ¢ uma liana nativa com indicacdo como
ornamental, medicinal ¢ como alimento. Tais caracteristicas mostram a importancia para
o desenvolvimento de experimentos de propagagdo da espécie. O objetivo do estudo foi
avaliar a relag@o auxina/citocina no estabelecimento in vitro da espécie, visando definir
as concentragdes adequadas a serem usadas. Segmentos nodais foram inoculados em
meio MS com diferentes concentragdes de ANA (acido naftalenoacético) e BAP (acido
6-Benzilaminopurina). Passados trinta dias, os protocormos foram avaliados quanto ao
namero de brotagdes ¢ folhas, presenga e comprimento de raizes, altura e massa fresca. A
producdo de mudas da espécie ¢ viavel sem o uso de fitorreguladores, porém o tratamento
constituido pela combinagdo de 0,5 mg L-1 de ANA e 2,0 mg L-1 de BAP ¢ o mais indicado
para a propagagdo do genotipo.

Palavras-chave: acido 6-Benzilaminopurina, acido naftalenoacético, propagacdo vegetativa

ABSTRACT — Influence of growth regulators on in vitro culture of Dolichandra unguis-
cati (L.) L.G. Lohmann from stem cuttings. Dolichandra unguis-cati is a native vine
used as an ornamental, for medicinal purposes, and as a food source. These characteristics
show the importance of the development of species propagation experiments. This study
aimed to assess the auxin/cytokine species relationship in vitro by setting the appropriate
concentrations to be used. Nodal segments were cultured on MS medium with different
concentrations of NAA (naphthalene acetic acid) and BAP (6-benzylaminopurine acid).
After thirty days, the protocorms were evaluated for the number of shoots and leaves,
presence and length of roots, fresh weight and height. The production of seedlings of the
species is feasible without the use of growth regulators, but the processing consisting of
the combination of 0.5 mg L-1 NAA and 2.0 mg L-1 BAP is the most suitable for the
propagation of the genotype.
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INTRODUCAO pronunciada ocorréncia nos neotropicos (Silva

& Queiroz 2003, Souza & Lorenzi 2008).

A familia Bignoniaceae € representada por cerca  Segundo Lorenzi (2008), a exuberincia durante
de 120 géneros e 800 espécies arboreas, arbustivas o florescimento faz com que muitas espécies da
e trepadeiras, com distribui¢do pantropical e  familia sejam utilizadas na ornamentag@o de pragas,
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parques, avenidas e casas. Nos ultimos anos tem-se
verificado cada vez mais o uso de espécies da familia
também na medicina (Agra ef al. 2007, 2008).

Dentre as espécies da familia estd Dolichandra
unguis-cati (L.) L.G.Lohmann (=Macfadyena
unguis-cati (L.) A.H. Gentry), liana nativa, com
ocorréncia em todos os estados do Brasil. Apresenta
folhas compostas com a margem dos foliolos
inteira, flor com célice verde, campanulado, glabro;
corola glabra amarela; ovario glabro. Os frutos sdo
achatados, esparsamente lepidotos, do tipo siliqua,
deiscentes, através das quais as sementes aladas
sdo dispersas pelo vento a longas distancias (Lopes
et al. 2006, Agra et al. 2007, 2008). E facilmente
reconhecida por apresentar gavinhas trifurcadas no
apice, terminadas em garras semelhantes a unhas
de gato (Silva & Queiroz 2003). Segundo Lorenzi
(2008), as flores sdo polinizadas por abelhas,
crescem em bordas de mata e areas abertas, inclusive
em areas urbanas, podendo cobrir completamente a
copa das arvores gragas ao crescimento intenso. Para
Kinupp (2007), a espécie é ocasionalmente cultivada
como ornamental pelas vistosas flores amarelas,
as quais podem ser fontes de compostos quimicos,
merecendo estudos especificos.

Segundo Martins et al. (2000), no Brasil, a
utilizagdo de plantas no tratamento de doengas
apresenta influéncias da cultura indigena e africana,
sendo esta, para muitas comunidades, a unica
alternativa vidvel para o tratamento de doengas e
manutencao da saude.

Um estudo quanto ao uso de plantas medicinais
nativas, realizado por Paula et al. (2009), indicou
que as raizes de D. unguis-cati sdo utilizadas pela
populagdo para tratamento de hepatite, reumatismo e
como anti-inflamatorio. As folhas sdo utilizadas para
alergias, bronquite, diabetes e como cicatrizante de
feridas, ja o caule tem o uso voltado para o aumento
da imunidade. Lorenzi & Matos (2002) também
apontam o uso das raizes para o tratamento da
hepatite e ainda, Ferrari et al. (1981) indicam o uso
das raizes tuberosas como alimento, tendo em vista
que, quando cozidas, apresentam consisténcia firme
e crocante, com sabor suave. Dominguez (1928), em
estudo realizado com a espécie, afirma que ela possui
flavonoides e taninos, sendo o caule utilizado contra
veneno ofidico e febre.

A potencialidade das plantas medicinais e a
possibilidade de que passem a ser utilizadas como
fitoterapicas torna importante a padronizacdo das
espécies de plantas. Lopes et al. (2006) afirma que €
importante formar bancos de germoplasma contendo
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matrizes de mudas sadias e perfeitas para serem
oferecidas aos varios segmentos da comunidade,
interessados no cultivo das plantas medicinais. Diante
disso, a cultura de tecidos é uma excelente ferramenta
para clonar plantas em escala comercial, além de
colaborar na realizagdo de estudos de transformagao
genética e conservacao de espécies vegetais. Permite
ainda aperfeicoar a interacao entre fatores abioticos
(nutricionais, luminosos, temperatura etc.) e bioticos
(hormonais e genéticos), resultando em plantas
sadias, vigorosas e geneticamente superiores, que
podem ser multiplicadas massivamente (Ferreira et
al. 1998). Segundo Mello (1999), a multiplicagdo
répida permite a selecdo de material superior
precoce e a producdo em larga escala e em pequeno
espaco fisico, visando a criagdo de um protocolo
para intercambio de material genético, resgate de
germoplasma, garantindo a preservagdo de material
ameagado, redugdo no periodo de germinagdo,
isencdo de pragas e doengas e uniformizacdo nos
protocormos obtidos.

Para George & Sherrington (1984), para suprir
deficiéncias dos teores enddgenos de fitormonios nos
explantes em cultivo in vitro, pode ser adicionado
reguladores de crescimento ao meio nutritivo. As
auxinasecitocinassaoasmaisusadasnocultivoinvitro
(Silveira et al. 2002). Das citocinas comercialmente
disponiveis, o acido 6-Benzilaminopurina (BAP)
tem sido mais utilizado para estimular a formagdo
de brotacdes in vitro (Hu & Wang 1983). A fonte de
citocina, assim como sua concentragao, sdo os fatores
que mais influenciam o processo de desenvolvimento
in vitro (Mantovani et al. 2001, Cordeiro et al.
2004). As auxinas, de maior ocorréncia natural nas
plantas, tém funcdo de estimular o inicio da divisdao
celular. Para a sua substitui¢do no cultivo in vitro sdo
utilizadas auxinas sintéticas, dentre as quais estd o
acido naftalenoacético (ANA) (Silveira et al. 2002).

Em razdo da auséncia de relatos sobre cultivo
in vitro com D. unguis-cati ¢ da sua importancia
ornamental, e uso popular como medicinal e
nutricional, o estudo teve como objetivo, avaliar a
relacdo auxina/citocina no estabelecimento in vitro
da espécie, definindo as concentragdes adequadas
a serem usadas para a propagagdo do gendtipo
utilizado.

MATERIAL E METODOS
Plantas matrizes de D. unguis-cati foram obtidas

a partir da germinagdo de sementes em substrato com
casca de pinus bioestabilizada em casa de vegetacao.
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Apds o crescimento, foram submetidas a aplicagdo
por quatro dias do fungicida Orthocide (1 g/100 ml),
visando a prevencao de possiveis contaminagdes por
fungos durante a propagacdo in vitro. Assim como
a etapa prévia da desinfestagdo, todas as etapas do
experimento foram conduzidas no Laboratdrio de
Propagacdo de Plantas (LPP) e casa de vegetacdo do
Centro Universitario UNIVATES.

Os segmentos nodais utilizados para a propagacao
in vitro foram segmentos nodais de um centimetro de
comprimento. Estes, antes da inoculacdo, passaram
por processo de desinfestagdo, constituido da
submersdao em um recipiente com agua autoclavada
com duas gotas de detergente neutro durante cinco
minutos. Em seguida, foram imersos em alcool 70%
por 60 segundos e entdo, por 20 minutos em solugao
contendo hipoclorito de s6dio comercial (70%),
acrescido de duas gotas de detergente neutro, de 2,0
mg L' do fungicida Orthocide e de 0,5 mg L' do
bactericida Cloranfenicol. Apds, foram realizadas
quatro lavagens com agua destilada autoclavada.
Todo o procedimento de desinfestagdo foi realizado
em capela de fluxo laminar. Antes da inoculag@o os
explantes foram submetidos a pesagem em balanca de
precisdo para verificacdo da massa fresca e permitir
o conhecimento do acréscimo de biomassa durante o
periodo de cultivo in vitro. O meio de cultivo utilizado
foi o Murashige e Skoog (MS) (1962), solidificado
com 7,0 g L' de agar. O pH foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos.
Ao meio de cultura MS foi adicionado diferentes
concentracdes dos reguladores de crescimento BAP
e ANA, constituindo os tratamentos T1 (controle - 0
mg L); T2 (0,3 mg L' de ANA); T3 (0,5 mg L' de
ANA); T4 (2,0 mg L' de BAP); T5 (4,0 mg L' de
BAP); T6 (0,5 mg L' de ANA e 2,0 mg L! de BAP);
T7 (0,5 mg L' de ANA e 4,0 mg L' de BAP). Cada
tratamento foi composto por 60 repeti¢des, sendo que
cada repeti¢ao foi formada por um tubo de ensaio
(25 X 150 mm). Depois de inoculados, os tubos de
ensaio com os segmentos nodais foram mantidos em
sala de crescimento por 30 dias com temperatura de
25(%3)°C e fotoperiodo de 16 horas. A aclimatizacao
dos protocormos obtidos foi realizada em casa de
vegetacao.

Aos trinta dias apos a implantacdo do
experimento, os protocormos obtidos foram retirados
dos tubos de ensaio e avaliados quanto ao niimero
de brotagdes, numero de folhas, presenca ou nio de
raizes, altura e massa fresca, verificada pela pesagem
dos protocormos em balanca digital analitica com
precisao de 0,001g.

Para comparar os tratamentos, para cada variavel,
com excecdo da presenga/auséncia de raizes, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Dunn. Para comparar a presenca/auséncia de
raizes entre os tratamentos foi aplicado o teste de
qui-quadrado de particao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento, as pulverizagdes com fungicida
das plantas matrizes, realizadas previamente em casa
devegetacao, seguida da desinfestagdo dos segmentos
nodais em laboratorio, antes da inoculagdo, foram
totalmente eficazes para a espécie, uma vez que 0s
explantes ndo apresentaram problemas de oxidacdo
ou contaminagdo. Conforme relatado por autores,
como Vieitez (1980) onde a oxidacdo de explantes
nodais se constitui numa grande dificuldade na
propagagdo vegetativa. Ao repetir a desinfestagdo de
explantes coletados de plantas do ambiente natural
houve intensa contaminagdo por fungos e bactérias,
evidenciando a necessidade de manutencdo das
plantas matrizes em casa de vegetagdo, acompanhada
da pulverizagao por fungicida.

Aos trinta dias, ao avaliar os protocormos obtidos
constatou-se que para todas as variaveis avaliadas,
o tratamento T6 (0,5 mg L' de ANA e 2,0 mg L'
de BAP) apresentou as maiores médias, embora
nem sempre difere dos demais significativamente
(Tabela 1). Em relagdo ao nimero de brotagdes, em
T6 a média de brotos formados foi 1,70, diferindo
significativamente de T4, cuja média foi a menor
(1,21) e T7 (1,31). Observou-se que as novas
brotagdes formadas in vitro desenvolveram-se
sempre a partir das gemas axilares existentes nos
explantes nodais inoculados, cujo numero de gemas
foi padronizado em todos os segmentos. Quanto ao
niumero de folhas, o tratamento T6, com média de
2,18 folhas por segmento, diferiu significativamente
de T2, T3 e TS, cujas médias foram relativamente
inferiores (1,58; 1,67; 1,52, respectivamente). A
segunda maior média foi do T7 (2,10). O tratamento
T5 apresentou menor média no nimero de folhas
(1,52).

Quanto a presenga de raizes formadas na base dos
segmentos, foi maior em T6, com 39 dos 60 explantes
inoculados enraizados, correspondendo a média de
0,65. Assim diferiu significativamente dos demais
tratamentos, como € o caso de T3 e T5, cujas médias de
segmentos enraizados foram, respectivamente, 0,07
e 0,05. Com relag@o ao comprimento da raiz (Tabela
1), a melhor média também foi em T6 (1,65 cm),
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diferindo dos demais tratamentos. A menor média
apresentada foi no T5 (0,02), sendo praticamente
insignificante para a variavel analisada. Além de
um maior numero de segmentos terem enraizado
em T6, as raizes formadas também apresentaram
maior comprimento, favorecendo o crescimento dos
protocormos em formagao, pois atuam na absorgdo
de agua e nutrientes. E provavel que as concentragdes
de BAP (citocina) e ANA (auxina) utilizados em T6,
favoreceram a formacgdo de brotagdes com folhas,
raizes, crescimento em altura ¢ aumento da massa
fresca.

Avariavel massa fresca é de extrema importancia,
pois mostra o quanto a plantula acrescentou de
biomassa durante determinado periodo. A verificagdo
da massa fresca antes da inoculagdo indicou média
de 0,02 g por segmento. A pesagem da massa fresca
no final do periodo de cultivo in vitro, aos 30 dias,
demonstrou que houve um acréscimo de biomassa,
especialmente em T6, cuja média foi de 0,14 g. Nos

tratamentos T1, a massa fresca média foi de apenas
0,03 g, indicando um baixo crescimento celular.

Para Skoog & Miller (1957), as auxinas e
citocinas sdo essenciais ao desenvolvimento das
plantas, pois controlam os processos de divisdo,
expansdo e diferenciacdo celular. De acordo com
Vieira & Monteiro (2002), as citocinas estimulam o
desenvolvimento de porgdes de tecido meristematico
presente nas gemas axilares, desencadeando divisdes
celulares que culminam no surgimento de brotacdes
ou na formacao de calos.

Isso pode ser observado no presente estudo onde,
ao associar uma auxina (ANA) com uma citocina
(BAP), obtiveram-se melhores resultados. Nos
tratamentos T2 e T3, onde o meio apresenta apenas
o fitorregulador ANA, as médias para niumero de
brotos (1,51; 1,35 respectivamente) e comprimento
da raiz (0,06; 0,04) foram inferiores ao T6 que
apresenta os fitorreguladores ANA e BAP. O mesmo
ocorreu em T4 e TS, cujos meios apresentam apenas
o fitorregulador BAP.

Tabela 1. Média e Desvio Padrdo das variaveis numero de brotagdes (NB), nimero de folhas (NF), comprimento raiz
(CR), altura (A) e massa fresca (MF), obtidas nos protocormos de Dolichandra unguis-cati durante o cultivo in vitro nos

sete tratamentos.

Tratamentos NB NF CR A MF
1,48 1,95 0,29 2,33 0,03
T (#0,56)A  (£0,96)A (£0,60)a (#0,69)abcd  (+0,03)abcd
T2 1,51 1,58 0,06 1,92 0,06
(#0,50)A  (£0,56)a (+0,17)b (+0,37)acfg (£0,12)ef
T3 1,35 1,67 0,04 2,35 0,05
(#0,5DA  (£1,02)b (#0,17)c (£0,97)hij (£0,03)g
1,21 1,92 0,42 2,47 0,07
T (#0,41a  (£1,06)A (£0,83)d (#0,70)ekl1 (+0,07)ae
Ts 1,53 1,52 0,02 1,87 0,05
(#0,50)A  (£0,50)c (#£0,07)e (£0,43)bhkmn ~ (+0,03)bh
1,70 2,18 1,65 3,22 0,14
re (£0,59)ab  (£0,97)abc  (x1,75)abcdef (£0,87)cfiklm  (%0,15)cefghi
T7 1,31 2,10 0,30 2,74 0,05
(£0,46)b  (£1,12)A (0,79t (£0,54)dgjn (£0,02)di

Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Dunn. Médias
seguidas pela mesma letra minfiscula, na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Dunn. (T1=controle;
T2=0,3 mg L' de ANA; T3=0,5 mg L™ de ANA; T4=2,0 mg L™ de BAP; T5=4,0 mg L™ de BAP; T6=0,5 mg
L de ANA e 2,0 mg L™ de BAP; T7=0,5 mg L' de ANA e 4,0 mg L™ de BAP).

IHERINGIA, Sér. Bot., Porto Alegre, v. 69, n. 2, p. 341-346, dezembro 2014



Influéncia de reguladores de crescimento no cultivo in vitro de Dolichandra unguiscati (L.) L.G. Lohmann a partir de estacas caulinares 345

Kantharajah & Dodd (1990) e Kawata et
al. (1995) obtiveram melhores respostas para
o desenvolvimento e multiplicagdo de gemas
caulinares da espécie Passiflora edulis Sims em
meio MS suplementado com 0,23 mg L' de BAP,
comprovando a importancia deste regulador na
propagacao vegetativa in vitro de espécies vegetais
de interesse.

As pesquisas de Mantovani et al. (2007)
confirmaram a eficiéncia do BAP como indutor
de brotacdes em segmentos nodais de Cordia
trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. Paiva et al.
(2007), obtiveram maior numero de brotos de
Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern (= Gloxinia
speciosa Lodd.) ao empregar 2 mg L' de BAP. No
caso do presente estudo, esta foi a concentragdo ideal
de BAP na propagacdo da espécie. Segundo Zaerr &
Mapes (1985) o fitorregulador BAP ¢ a citocina mais
eficaz para a multiplicacdo de partes aéreas para a
maioria das espécies.

Segundo Figueiredo (1995), a combinagdo
da auxina, Acido Naftalenoacético (ANA) com a
citocina Benzilaminopurina (BAP) ¢ importante
para indugdo do processo de formagao de estruturas
semelhantes as raizes tuberosas in vitro em Ipomoea
batatas (L.) Lam. No presente estudo, o tratamento
T6 (0,5 mg L' ANA e 2,0 mg L' BAP) apresentou
melhores médias para comprimento da raiz (1,65
cm), diferindo significativamente de T1 (0,29 cm).

Abreu et al. (2003) constataram que a presenca
de reguladores de crescimento no meio de cultura
influenciou significativamente nos resultados do
estudo com a espécie Cissus sicyoides L., onde
apresentou médias baixas em todas as variaveis sem
adicdo de fitorreguladores, semelhante ao obtido
no presente estudo em que as médias do numero de
brotos, folhas, comprimento da raiz, altura ¢ massa
fresca no tratamento T1, também, sem adicdo de
fitorreguladores, foram baixas.

Em explantes de Syngonium angustatum Schott,
os autores Schwertner & Zaftari (2003) verificaram
um aumento no numero de brotagdes com 1,0
mg L' de BAP, havendo uma reducdo quando
utilizaram as concentragdes de 2,5 ¢ 4,0 mg L'1. O
mesmo ndo foi observado no presente estudo, pois
em T6, constituido por 2,0 mg L' de BAP ¢ 0,5 mg
L' de ANA, os protocormos apresentaram melhor
resultado para todas as variaveis. Segundo Macedo
et al. (2003), protocormos de Ananas comosus L.
Merr. (L.), ao serem submetidas a tratamentos com
pequenas concentracdes de BAP juntamente com
ANA obtiveram maior massa fresca, conforme o

ocorrido no presente estudo, onde os protocormos de
T6 também apresentaram maior acréscimo de massa
fresca.

Para Taiz & Zeiger (1991), o controle do
desenvolvimento de raizes adventicias ¢ influenciado
por substincias reguladoras de crescimento. As
auxinas s30 os Unicos reguladores que aumentam
a formag¢do de primordios radiculares, podendo
assim ter sido o responsavel pela formacdo de
raizes. Diniz et al. (2006) em trabalho realizado com
Mikania glomerata Spreng., observaram diferencas
significativas no meio MS com 4,0 mg L' de BAP,
onde ocorreu o maior numero médio de brotacdes
por explante (2,29). Esta concentracao de BAP pode
ter sido prejudicial para o desenvolvimento dos
protocormos do presente estudo, j4 que a média no
numero de brotagdes foi de 1,31, comparado com 1,7
onde a concentragdo de BAP era de 2,0 mg L. Para
o presente estudo, houve diferenca significativa entre
as variaveis, sendo que o melhor foi o tratamento T6,
com média de 0,65.

CONCLUSAO

A producdo de mudas pela técnica de cultivo in
vitro de Dolichandra unguis-cati é viavel com ou
sem o uso de reguladores de crescimento, no entanto,
o tratamento constituido pela combinag¢do de 0,5
mg L' de ANA e 2,0 mg L' de BAP, apresenta
as melhores médias para nimero de brotos, niimero
de folhas, presenca de raizes, comprimento da raiz,
altura e massa fresca, sendo o mais indicado para a
propagacao da espécie.
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