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INTRODUGAO

O Ziziphus joazeiro Mart (Rhamnaceae) é uma espécie endémica da Caatinga,
conhecida popularmente como juazeiro, jua e laranjeira-de-vaqueiros. A espécie é
utilizada na fabricacdo de cosméticos, xampus anticaspa e creme dental (LORENZI &
MATQOS, 2002). Nos periodos de seca é principalmente utilizada na alimentacdo de
animais, sendo também utilizada no tratamento de gastrites, gripes, contusdes e
ferimentos (LIMA, 2000).

Apesar do reconhecimento de suas potencialidades e importancia ambiental, a
espécie enfrenta dificuldades por parte de programas eficientes que possam contribuir
para sua conservacdo (MONIZ, 2008). Dessa forma sdo necessarias técnicas que
possibilite a producdo de mudas uniformes para atender ao mercado, sem desligar-se da
preservacdo e conservacdo da espécie. Nesse sentindo, a micropropagagdo é uma
alternativa, pois possibilita uma elevada producéo de mudas uniformes em curto periodo
de tempo.

O sucesso de um protocolo de micropropagacdo é dependente do explante,
composicdo do meio de cultivo, reguladores vegetais, luz e temperatura. Dentre 0s
reguladores vegetais empregados nas técnicas de cultura de tecidos, as auxinas e
citocininas se destacam (MORAIS et. al, 2014). Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver protocolos de multiplicacdo in vitro para Z. joazeiro.

MATERIAL E METODOS

Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais,
localizado na Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira
de Santana.

Material vegetal e meio de cultura

As sementes de Z. joazeiro coletadas na Unidade Experimental Horto Florestal da
UEFS tiveram sua mucilagem retirada e por seguinte mantidas em local arejado para
secagem, e por fim foram armazenadas em saco plastico sob temperatura ambiente.
Utilizou-se 0 meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com metade das concentracfes
salinas (MS %), suplementado com 15 g.L.”! de sacarose, 6 g.L! de agar, distribuido em
tubos de ensaio (25x150mm). O pH foi ajustado para 5,7 e a esterilizacdo do meio foi
realizada em autoclave a 120°C por 15 minutos.
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Experimento I: Multiplicacdo in vitro de Z. joazeiro

Para este experimento foram utilizados como explantes cortes transversais de
segmentos internodais oriundos de plantas matrizes germinadas in vitro, com 60 dias de
inoculacdo. Cada explante foi inoculado em tubo de ensaio contendo 15 mL de meio de
cultura (MS %2) com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina - BAP (0,00; 2,22;
4,44; 8,88; 17,76 uM) e acido naftaleno acético - ANA (0,00; 1,34; 2,68 uM). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 5x3 (cinco
concentracdes de BAP e trés de ANA), totalizando 15 tratamentos com 13 repeticdes por
tratamento.

Decorrido 60 dias da inoculacdo foram realizadas as avaliacGes referentes a
porcentagem de explantes responsivos a formagao de brotos (%ERB), nimero de brotos
por explante (NB) organogénese direta (OD).

Experimento I1: Multiplicacdo de explantes oriundos do hipocotilo de Z. joazeiro

Explantes provenientes de cortes transversais de plantas matrizes germinadas in
vitro a 60 dias foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura
(MS %2) com diferentes concentrac6es de BAP (0,00; 2,22 uM) e ANA (0,00; 2,68; 5,36;
10,72 uM). Foi realizado o delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial
2x4 (duas concentracbes de BAP e quatro concentracdes de ANA), totalizando 8
tratamentos com 14 repeti¢Ges por tratamento.

Apbs 60 dias da inoculacdo foram realizadas as avaliacdes referente a
porcentagem de explante responsivos a formacéo de calo (%ERC).

Analise Estatistica

Utilizou-se o programa estatistico SISVAR 5.6 para submeter os dados a analise
de variancia e as médias foram analisadas por regressdo ou comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Multiplicacéo in vitro de Z. joazeiro

A anélise de variancia apontou que os reguladores BAP x ANA ndo apresentaram
interacdo significativa para nenhuma das variaveis analisadas, no entanto, houve efeito
significativo (p < 0,05) para o uso dos reguladores de forma isolada. O uso do BAP
quando avaliado de forma isolada, demonstrou efeito significativo para porcentagem de
explantes responsivos a formacdo de brotos (%ERB), nimero de brotos (NB) e
organogénese direta (OD).

Mesmo na auséncia do regulador, os explantes responderam as variaveis
analisadas. Resultados similares foram encontrados em experimento com Eugenia
pyriformis, onde Nascimento (2008) ndo verificou diferenca para nimero medio de gemas
formadas, porém todos os tratamentos testados responderam com formacgéo de brotos,
mesmo na auséncia do regulador BAP.

As concentracdes 8,88 e 17,76 uM da citocinina promoveu média estatisticamente
superior as obtidas na concentragdo 2,22 uM e auséncia do regulador para as variaveis
%ERB e NB (Tabela 1). Resultados diferentes foram encontrados por Silva (2019) onde
na presenca do BAP os explantes de juazeiro ndo apresentaram diferenca significativa
para a variavel NB. Os tratamentos obtiveram altas taxas de formacéo de brotos por via
da organogénese direta, sendo que a concentragao 8,88 uM de BAP promoveu 69% de
resposta dos explantes, diferindo estatisticamente da concentracdo 2,22 pM (38%) e
auséncia do regulador (33%).



Tabela 1. Varidveis porcentagem de explantes responsivos a formacao de brotos (%ERB), nimero
de brotos por explante (NB) e organogénese direta (OD) em funcéo de diferentes concentracbes
de BAP em segmentos internodais de Ziziphus joazeiro.

BAP uM %ERB NB OD (%)
0,00 33b 0,64 b 33b
2,22 38b 0,85b 38b
4,44 56ab 1,28ab 56ab
8,88 72 a 1,74 a 69 a
17,76 67 a 1,28ab 64ab

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

A auxina ANA indicou efeito isolado significativo (p < 0,05) para as varidveis
%ERB, NB e OD. A variavel %ERB apresentou maior resposta na auséncia de ANA, a
qual promoveu uma taxa de 75%. Para 0 numero de brotos por explante, a resposta dos
segmentos foi estatisticamente maior na auséncia do regulador, registrando uma meédia
de 2,06 brotos. A maior média para organogénese direta também foi observada no
tratamento na auséncia da auxina (74%). Os resultados demonstram que a utilizacdo do
ANA ndo tem um efeito desejavel sob a promocdo de brotagcdes e estimulo da
organogénese direta (Tabela 2).

Tabela 2. Variaveis explantes responsivos a formacao de brotos (ERB), nimero de brotos (NB) e
organogénese direta (OD) em funcdo de diferentes concentracdes de ANA em segmentos
internodais de Ziziphus joazeiro.

ANA M %ERB NB OD (%)
0,00 75a 2,064 74a
1,34 51 b 0,85b 49 b
2,68 34D 0,57 b 34 b

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade

Multiplicacdo em explantes oriundos do hipocotilo de Z. joazeiro

A andlise de variancia demonstrou que as concentrac@es testadas dos reguladores
ANA e BAP ndo apresentaram interacdo dupla significativa (p < 0,05) para a variavel
porcentagem de explantes responsivos a formacdo de calo (%ERC). Apenas
concentracdes de ANA avaliadas de forma isolada tiveram efeito significativo. Os
segmentos do hipocétilo responderam apenas com formacéo de calos, sem diferenciacao,
aos estimulos dos reguladores. Foi observado que os calos formados apresentavam
coloragéo bege, amarronzada e esverdeada, independentemente do tipo ou concentragédo
dos reguladores testados. Para %ERC foram obtidas altas taxas na presenca da auxina
ANA, cujas medias diferiram estatisticamente do tratamento na auséncia deste regulador
(Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de explantes responsivos a formacéo de calo (%ERC), em funcgéo
de diferentes concentracdes de ANA em segmentos de hipocétilo de Ziziphus joazeiro.

ANA pM %ERC
0 7.14b
2,68 7857 a
5,36 92,86 a
10,72 85,71a

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.



A adicao do regulador ANA na concentragdo de 2,68 uM ja foi suficiente para
induzir o aumento da calogénese nos explantes de Z. joazeiro. Resultados contrarios
foram observados por Landa et al. (1999), onde explantes foliares de pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.), sob estimulo de 10,74 uM de ANA ndo obtiveram
diferenca significativa em relagéo ao controle.

Os resultados obtidos sugerem que o balango hormonal da espécie necessita de
uma suplementacdo externa de auxina para estimular a producéo de calos nesse tipo de
segmento. A adicdo de auxina estimula a producédo de calos, mas a associacdo com a
citocinina pode intensificar a proliferacdo (TISSERAT, 1985). Os segmentos do
hipocdtilo ndo contém gemas para receber o estimulo do regulador e emitir brotos por
meio da organogénese direta. Os efeitos na divisdo celular e controle dos processos de
crescimento e elongacéo celular justificam o amplo uso das auxinas (NOGUEIRA et al.,
2007).

CONCLUSAO

A concentragdo de 8,88 uM de BAP ¢ indicada para multiplicagdo in vitro via
organogeénese direta a partir de explante do segmento internodal de Ziziphus joazeiro.

A concentragéo de 2,68 uM de ANA ¢ suficiente para induzir formagao de calos
em segmentos do hipocétilo de Ziziphus joazeiro.
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