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RESUMO: Brosimum gaudichaudii Tréc., conhecida popularmente como mamacadela,
tem se mostrado uma espécie do Cerrado brasileiro de importante relevancia para a area
medicinal, visto que suas raizes possuem elevadas concentracbes de bergapteno e
psoraleno que sdo principios ativos utilizados para a confec¢do de medicamentos para o
tratamento de doencas cutdneas como o vitiligo e a psoriase o que tem provocado uma
acelerada no processo de extracdo da espécie. Neste trabalho, testou-se o potencial
organogenético de entreno, disco foliar e raiz através de 12 combinacGes de tratamentos,
envolvendo os fitorreguladores 6-benzilaminopurina (BAP) e &cido naftalenoacético
(ANA), em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) diluido & metade, acrescentado de 6,5
g de 4gar e 20 g.L™" de sacarose. Tendo-se como um dos principais objetivos o
desenvolvimento de um protocolo de desinfestagdo para a raiz, sendo que o de maior
sucesso foi a imersdo destes explantes em hipoclorito de sédio por 2 horas.
Conseguindo, desta maneira, induzir calos e brotamentos nestes segmentos
desinfestados e calos em grande parte dos entrends. No entanto, os tratamentos testados

ndo foram capazes induzir calos em discos foliares. Com base nos experimentos
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realizados, novos experimentos estdo sendo realizados visando resultados
estatisticamente significativos de indugéo de calogénese e brotamento em segmentos de
raizes e ainda, regeneracao dos calos obtidos para auxiliar na conservagéo da espécie.

Palavras-chave: regeneracao in vitro, Brosimum gaudichaudii, calogénese, ANA, BAP.

ABSTRACT: Brosimum gaudichaudii TREC., Popularly known as mamacadela, has
proven to be a species of the Brazilian Cerrado OF important relevance to the medical
area, SINCE its roots have high concentrations of psoralen bergapten and active
ingredients which are used for the manufacture of medicaments for the treatment of skin
diseases such as psoriasis and vitiligo which has caused acceleration in the species
extraction process. In this study, we tested the internode’s organogenic potential, root
and leaf disc via 12 combinations of treatments involving the growth regulators 6-
benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (NAA), in MS medium
(Murashige & Skoog, 1962) diluted in half, added 6.5 g of agar and 20 g L-1 sucrose.
Having as a main goal to develop a disinfection protocol for the root, and the most
successful was the immersion of these explants in sodium hypochlorite for 2 hours.
Thus, it was possible to induce calluses and disinfected buds in these segments and
calluses largely of internodes. However, the treatments were not able to induce calluses
on leaf discs. Based on experiments, new experiments are being conducted to
statistically significant results callogenesis induction and sprouting in root segments and

also regeneration of the calluses obtained to assist in the conservation of the species.

Introducao

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro (Ribeiro & Walter, 1998),
possuindo uma vasta extensdo compreendendo cerca de 24% de todo territorio nacional,
entretanto é um dos biomas mais seriamente devastados (Ratter et al., 19997), visto que
estd sendo convertido ao uso da agricultura moderna. Ele abriga uma grande
biodiversidade em que possuiu uma riquissima flora com cerca de 1000 espécies de
arvore, 300 espécies de ervas ou arbustos e quase 500 trepadeiras (Mendonga et al.,
1998).

Brosimum gaudichaudii Tréc., popularmente conhecida como mamacadela,
pertence a familia Moraceae, sendo a Unica espécie deste género presente no Cerrado
(Almeida et al., 1998). Seu sistema radicular é composto por raiz pivotante profunda,

com emisséo de raizes secundarias (Palhares & Silveira, 2007), podendo possuir mais
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de uma raiz pivotante (Scholz et al., 2002) e o xilopddio é capaz de promover uma
regeneracdo natural da parte area da planta caso hajaqueimadas ou poda dréstica
(Ribeiro et al., 1985). A madeira da raiz apresenta mais parénquima e fibras com
paredes mais finas quando comparado com a madeira do caule (Palhares et al., 2007 a-
b).

O fruto de Brosimum gaudichaudii é comestivel, entretanto a espécie é mais
utilizada na medicina tradicional como depurativo e diurético (Barros, 1981). IndUstrias
farmacéuticas empregam-na para producdo de medicamentos, pois suas raizes contém
concentracdes elevadas de bergapteno e psoraleno (Pozetti, 1969), cuja agdo € muito
eficiente para o tratamento de doencas cutaneas como vitiligo, psoriase, entre outras
(Auad, 1973). O que vem se tornando um problema é que tem sido realizado um
extrativismo exacerbado tanto por industrias quanto por comunidades da regido
reduzindo bruscamente a espécie na natureza podendo leva-la a extingao.

A producdo de mudas a partir de sementes que tem alta germinalidade, porém
sdo recalcitrantes, impedindo a conservacdo do germoplasma (Wetzel, 1997), e ainda
possuem uma curta longevidade e elevado grau de contaminacdo endogena. Entretanto
tem-se mostrado melhor do que estudos anteriores, pois se conseguiu um eficiente
protocolo de desinfestacdo para trabalhar com explantes desinfectados.

A regeneracdo in vitro € é uma alternativa de propagacdo que ainda ndo foi
testada para espécie, sendo portanto o grande objetivo do trabalho. A técnica esta
baseada na totipoténcia vegetal para a formacdo de plantas inteiras a partir de 6rgaos
ndo usuais, como entrends, discos foliares e raiz (Lowe, 1996). Os fatores que
determinam a regeneracdo de explantes sdo a composi¢do do meio de cultura e 0s
reguladores de crescimento (Moraes Fernandes, 1990). Os reguladores sdo substancias
organicas que agem sobre o crescimento e a organogénese, dos quais 0s principais
grupos sao as auxinas e as citocinas (Taiz e Zeiger, 2002). Pode-se induzir a
regeneracdo via embriogénese somatica ou organogénese de gemas adventicias,
produzidas diretamente das células dos explante ou indiretamente, através da inducao
inicial de calos que se caracteriza pelo crescimento desordenado de células com um
certo grau de diferenciacdo (Grattapaglia & Machado, 1998). A formacéo de calos é
vista como muito importante pois é uma fonte potencial de propagacéo e ainda é fonte
de moléculas bioativas da planta.

Dentre os fitorreguladores utilizados na regeneracgdo in vitro tem se mostrado

bastante eficaz as citocinas 6-Benzilaminopurina (BAP) — multiplicacdo em diversas
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espécies — e Thidiazuron (TDZ) — regulador da morfogénese da planta e a auxina Acido
Naftaleno (ANA) — alongamento celular (Taiz e Zeiger, 2004).

Com a expansdo da agricultura, esta e muitas outras espécies vegetais de uso medicinal
vem desaparecendo, desta maneira este trabalho tem por objetivo verificar o potencial
calogénico e organogénico de entreno, disco foliar e raiz para a conservacdo e a

producdo de mudas da espécie.

Materiais e Métodos

Coleta do material vegetal. Sementes de Brosimum gaudichaudii Tréc. coletadas
em condigOes normais, no més de setembro, de individuos saudaveis.

Obtencdo dos explantes. As sementes foram postas para germinar em COpOS
descartaveis com vermiculita e perfurados na base. Mantidos Umidos e sob um
fotoperiodo de 12 horas, crescendo neste ambiente até tornarem individuos jovens.

Desinfestacao. A parte aérea dos individuos jovens, oriundos da germinacdo das
sementes foram cortados e submetidos, separadamente, a desinfeccdo em alcool etilico a
70% por um minuto, imersos por 15 min em solucdo de hipoclorito de sédio (agua
sanitaria comercial) com 2 a 2,5% p/p de cloro ativo (6g.L™). Posteriormente, foram
feitos trés enxagiies de um minuto cada em &gua destilada, deionizada e autoclavada.
Todo o processo foi realizado em camara de fluxo laminar.

A raiz dos individuos jovens, também oriundos das sementes foram cortados e
submetidos, separadamente, a desinfeccdo em alcool etilico a 70% por um minuto,
imersos por 2 horas em solucdo de hipoclorito de sédio (dgua sanitaria comercial).
Posteriormente, foram feitos trés enxaglies de um minuto cada em agua destilada,
deionizada e autoclavada. Todo o processo, assim como no da parte area, foi realizado
em camara de fluxo de laminar.

Estabelecimento das culturas as condigfes in vitro e ex vitro. Os segmentos de
entrend, seccionados para medirem 1 cm de comprimento, foram inoculados
horizontalmente, enquanto os explantes de folha, seccionados para formar um quadrado
de 1 cm de lado, preservando sempre a nervura central, foram inoculados com a por¢éo
abaxial em contato com 0 meio de cultura. Ambos os explantes foram inoculados em
placas de Petri de 10 cm de didmetro em meios de cultura diferentes.

Os entrends foram colocados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), no qual
foram testados diferentes combinacfes dos horménios ANA e TDZ de acordo com a

literatura concernente, cada combinacdo contendo cinco explantes por placa de petri,
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sendo uma placa com luz e outra na auséncia de luz por sete dias. Foi adicionado
8,09.L™" de 4gar e 20 g.L" de sacarose. Além desse tratamento, testou-se entrends e
discos foliares em meio MS diluido & metade, com 7,0g.L™" de 4gar e 20 g.L* de
sacarose, associado a um fatorial com os reguladores de crescimento ANA e BAP com
trés placas por tratamento (quatro discos foliares e entrends por placa) e uma delas
permaneceu sem luz por 15 dias. O pH foi ajustado a 5,7-5,8.

As raizes foram colocados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
combinados com concentracdes de AIB e BAP 10mg.L™ (5ml), de cinetina 0,01 mg.L™,
adicionados a 7g.L™" de &gar, 20g.L™ de sacarose e 20 microlitros de extrato de

Brosimum gaudichaudii.

Resultados

Desinfestacdo. Foram feitos tratamentos em diferentes tempos de imersdo em
hipoclorito de célcio 65%. A imersdo a 15 min permitiu a obtencdo de 75% (tabela 1)
dos entrends e 93% dos discos foliares livres de contaminacéo (tabela 2). A imerséo em
hipoclorito de sodio de raiz a 2 horas teve um resultado significativo com obtencdo de

67% ja que anteriormente resultou 100% em contaminacdo ou morte dos explantes.

Tabela 1. Percentagem de contaminacdo de entrends dos clones utilizados de Brosimum gauduchaudii em

funcao dos tempos de imersdo em hipoclorito de sodio.

Tempo
(min.)
Entren6s Contaminados (%)

Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Total de

4 6 10 11 12 13 14 15 16 Entren6s(%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
15 0 0 17 0 20 13 25 0 0 25
30 0 0 1 0 0 2 4 0 0 7
45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 2. Percentagem de contaminacdo de discos foliares de B. gaudichaudii, em funcdo dos tempos de

imersdo em hipoclorito de sédio.

Tempo
(min.)

Entrends Contaminados (%)
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Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Total de
4 6 10 11 12 13 14 15 16 Entrends(%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
15 0 0 0 0 0 7 0 0 0 7
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 3. Percentagem de contaminacédo de raizes e B. gaudichaudii em fungdo dos tempos de imerséo

em hipoclorito de sodio

Tempo
(min.)
Entren6s Contaminados (%)

Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Total de

5 6 7 10 11 12 13 14 15 Entrends (%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
30 100 100 0 0 0 0 0 0 0 100
60 66 0 100 0 0 0 0 0 0 83
120 0 0 50 33 33 0 0 0 0 33

Apos o quinto dia de cultura, observou-se a formacédo e o crescimento de calos
nos tratamentos nas concentracdes de BAP/ANA mg.L™ em entrends e em raizes, porém
muitas raizes contaminavam depois do primeiro més.
Um explante mostrou-se bastante interessante por apresentar, além de
calos, brotamento, este foi colocado em um meio de cultura com a concentracdo de

extrato de 20pL e com 0,01g.L™ de cinetina.
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Figura 1. Caloeinase em raiz de Brosimum emdichandii Trée. A) Explate dasmfactado em

hipoclorito d= sédio por 2 homs {(clona 10), avidenciando desanvolvimento daz calos. B)
Explante submetido & tratamento da 1 hora em hipoclorite de sodio (Clona (7).
demonstrando tacido contaminado & morto. C) Explants dasmfactado em hipoclerito da
sodio por 2 horas (clon= 11), evidenciando amséncia d= calosénsse. D) Explate
dasinfactado em hipoclorito d= sddio por 2 horas (clons 07), evidanciando desemvolvimanto
d= calos (seta em amaralo) =brotago (sata =m branco).

Discussao

A inducdo da rota embriogenética ou organogenética é influenciada e
determinada pelo tipo de explante, gendtipo, condi¢bes de cultivo, meio de cultura e
fitorreguladores (Hou & Jia, 2004), percebe-se que o ANA exerce mais influéncia na
proliferacéo dos calos.

As diferencas observadas na proliferacdo dos calos ocorrem porque os explantes
podem variar em sua sensibilidade para os fitorreguladores ou devido a diferencas no
teor enddgeno de hormdnios ou a interacdes entre eles (Karp, 1995). Provavelmente a
reducdo da concentracdo na subcultura sucessiva possa estimular a formacdo de gemas
ou embrides, uma vez que os calos néo se diferenciaram.

O resultado obtido ap6s desinfestar e incocular a raiz em tubo com extrato de
Brosimum gaudichaudii e cinetina, mostra-se muito bom, visto que conseguiu-se
induzir brotamento do mesmo. Espera-se realizar mais experimentos bem sucedidos

para poder ter um resultado estatisticamente significativo.
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