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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

RIZOGENESE IN VITRO E EX VITRO EM Peltophorum dubium

(SPRENGEL) TAUBERT
AUTORA: ALINE RITTER CURTI
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de fevereiro de 2014.

Peltophorum dubium é uma espécie florestal nativa do Brasil dotada de importancia
ecologica para fins de recuperacdo de areas degradadas e econdmica, para fins
madeiraveis. As sementes desta espécie apresentam germinacdo baixa e irregular
se nao forem submetidas a tratamentos para superacdo de dorméncia. Em virtude
da caréncia de estudos que viabilizem a propagacdo vegetativa da espécie e
considerando a natural recalcitrancia em relacdo a rizogénese nesse processo, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a rizogénese in vitro e ex vitro em
brotacbes de P. dubium aplicando-se as técnicas de micropropagacdo e de
miniestaquia, bem como a aclimatizacdo das mudas produzidas por meio destas
técnicas. Para a rizogénese in vitro, brotacdes micropropagadas foram submetidas a
tratamentos em que foram testados diferentes meios de cultivo, com acréscimo de
30 g L™ de vermiculita, combinados aos meios nutritivos MS, MS/2, WPM, WPM/2 e
alteracBes nas concentra¢des da auxina acido indolbutirico - AIB (0, 5, 10 ou 20 uM)
e sacarose (0, 15 ou 30 g L™), na presenca ou auséncia de agar (0 ou 7 g L™,
arranjados em diferentes ensaios. Os resultados indicaram que a melhor
combinacdo para a rizogénese in vitro em brotacdes de Peltophorum dubium é a
utilizacdo do meio nutritivo WPM/2, na auséncia de sacarose e da auxina, porém
com 7 g L™ de &gar. Essa condicao foi, ainda, a que permitiu o melhor desempenho
das mudas durante a aclimatizac¢do in vitro. Para a rizogénese em brotacdes via
miniestaquia, foram utilizadas miniestacas, de 3 a 7 cm, isoladas da porcéo apical de
brotacBes de minicepas de origem seminal. Foi avaliada a formacéo de raizes ap6s
as miniestacas serem submetidas a imersdo em solucdo contendo 0, 1.000, 2.000
ou 4.000 mg L™ de AIB, oriundas de diferentes coletas e permanecendo por 30, 60
ou 90 dias em casa de vegetacdo com condi¢gBes controladas adequadas a inducéo
de raizes. A rizogénese nessas miniestacas ocorreu mesmo sem a utilizagéo de AIB,
ao longo das sucessivas coletas. No entanto, foi incrementada com a utilizacdo de
até 2.000 mg L™ da auxina, sendo suficiente o periodo de 60 dias para que ocorra a
formacdo de raizes. As mudas apresentaram bom desempenho durante a
aclimatizacao, indicando que a técnica de miniestaquia € viavel para a producao de
mudas de Peltophorum dubium.

Palavras-chave: Micropropagacao. Miniestaquia. Aclimatizagéo.






ABSTRACT

Doctor Thesis
Post-Graduation Course in Forest Engineering
Universidade Federal de Santa Maria

RHIZOGENESIS IN VITRO AND EX VITRO IN Peltophorum dubium
(SPRENGEL) TAUBERT

AUTHOR: ALINE RITTER CURTI
ADVISOR: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Date and Place of Defense: Santa Maria, RS, February 28", 2014.

Peltophorum dubium is native forest species of Brazil endowed with ecological
importance for the recovery of degraded areas and economical for timber purposes.
The seeds of this species have low and irregular germination if they are not
subjected to treatments to overcome dormancy. However, there are few studies that
allow for the vegetative propagation of the species. As a result, the present study
aimed to evaluate the formation of roots in shoots of P. dubium applying the
techniques of micropropagation and minicutting and acclimatization of plants
produced by these techniques. For rooting in vitro micropropagated shoots were
subjected to treatments where different culture media were tested, with addition of 30
g L™ vermiculite, combined with the nutrient media MS, MS/2, WPM, WPM/2 and
changes in concentrations of auxin IBA (0, 5, 10 or 20 uM) and sucrose (0, 15 or 30 g
L Y in the presence or absence of agar (0 or 7g L™) arranged in different tests. The
results indicated that the best combination for root formation in vitro shoots of
Peltophorum dubium is the use of nutritional WPM/2 without addition of sucrose and
auxin, with 7 g L™ ! agar. This condition was still allowing the best performance of the
plants during acclimatization in vitro. For rooting of shoots via minicutting, cuttings 3-
7 cm apical portion of rooted shoots of seminal origin were used. Root formation after
the cuttings are subjected to immersion in solution with 0, 1.000, 2.000 or 4.000 mg
L ! IBA, from different collections and during 30, 60 or 90 days in a greenhouse with
controlled conditions was evaluated for root induction. Rooting in cuttings occurred
even without the use of IBA, after successive collections. However, it was increased
with the use of up to 2.000 mg L™ auxin the period of 60 days being sufficient for the
formation of roots takes place. The seedlings showed good performance during
acclimatization, indicating that the technique is feasible for minicutting plants
production Peltophorum dubium.

Keywords: Micropropagation. Minicutting. Acclimatization.
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1 INTRODUCAO

Durante os dUltimos anos, houve um expressivo acréscimo no uso da
propagacgao vegetativa como ferramenta para a implantagdo de florestas clonais,
sendo que as praticas convencionais de producdo de mudas estdo sendo
substituidas por técnicas que possam garantir a superioridade genética dos
individuos. A procura constante pelo melhoramento da qualidade das mudas e pela
racionalizacdo de custos de producdo tem justificado a elevada demanda por
pesquisas e desenvolvimento tecnolégico neste setor (SILVA et al.,, 2008),
impulsionando o desenvolvimento de varios trabalhos de pesquisa, 0s quais
procuram definir as melhores técnicas, material de propagacdo, épocas do ano,
recipientes, substratos e adubacao para a producdo de mudas.

Na silvicultura brasileira, a propagacao vegetativa foi responsavel por 85% do
total de 280 milhdes de mudas de eucalipto plantadas anualmente em uma éarea de
aproximadamente 170 mil hectares, segundo dados divulgados até o ano de 2008.
Do total de mudas produzidas de maneira assexuada, 96% foram produzidas
utilizando-se miniestacas produzidas em minijardins clonais (SILVA et al., 2008). No
ano de 2011, a producédo primaria florestal, somou R$ 18,1 bilhdes, sendo que a
silvicultura contribuiu com 72,6% (R$ 13,1 bilhdes) desse total (IBGE, 2011). Esses
valores tdo expressivos devem-se, entre outros, ao fato de que a utilizacdo de
técnicas de propagacdo vegetativa tem proporcionado ganhos consideraveis na
produtividade de mudas, mantendo as caracteristicas favoraveis de individuos
selecionados, evitando a variabilidade inerente a populacdes de arvores obtidas a
partir de sementes e assim, permitido a obtencdo de grandes avancos no setor
florestal com a utilizagéo da silvicultura clonal, a qual ttm se mostrado promissora,
inclusive, para espécies nativas.

Técnicas como miniestaquia, microestaquia e micropropagacao tém permitido
a multiplicacdo uniforme e em larga escala de gendtipos selecionados. Para
espécies do género Eucalyptus, por exemplo, ja foram obtidos grandes avancos
nesse setor, 0s quais permitiram incrementos na produtividade e alto rendimento em
plantios clonais. No entanto, as informacdes técnicas disponiveis sobre a producao

de mudas de espécies nativas do Brasil sdo escassas, 0 que limita o progresso da
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sua silvicultura, uma vez que a qualidade da muda usada nos plantios comerciais
tem influéncia no sucesso de qualquer programa de desenvolvimento florestal e
reflete no crescimento futuro das arvores, podendo, desta maneira, interferir na
produtividade das florestas.

Entre as espécies nativas que tém despertado interesse, mas que ainda
carece de estudos nesse sentido, esta Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert,
pertencente a familia Fabaceae, e conhecida popularmente, nas diferentes regides
do Brasil, como canafistula, acacia amarela, barbatiméo, angico-bravo, entre outros.
Sua madeira serrada e rolica apresenta alto valor econdmico, pois tem resisténcia
moderada ao apodrecimento, bem como seu uso € recomendado para restauracao
de matas ciliares e recuperacdo de areas degradadas (LORENZI, 1992; IPEF,
2013).

Entretanto, as sementes de canafistula apresentam forte dorméncia
tegumentar e a espécie encontra-se ameacada de extingdo, sendo recomendada a
sua conservacado ex situ (CARVALHO, 2003). Os estudos publicados até o momento
contemplam, na sua maioria, aspectos relacionados a propagacdo da espécie via
sexuada (BRACHTVOGEL e MALAVASI, 2010; NAKAGAWA et al., 2010; PEREZ et
al., 1999; POLETTO et al., 2007; PORTELA et al., 2001). No entanto, mesmo ainda
incipientes, os estudos desenvolvidos visando a propagacdo vegetativa da espécie,
via micropropagacao (BASSAN, 2006; CURTI et al., 2010a; CURTI et al., 2010b;
CURTI; REINIGER, 2014), indicam que a espécie tem potencial para a multiplicacéo
via assexuada, mas que, ainda, é necesséaria a realizacdo de estudos visando
incrementar as taxas de multiplicacéo e otimizar a fase de enraizamento in vitro. Por
tratar-se de uma espécie florestal, o principal entrave para a producdo de mudas
reside, principalmente, na dificuldade de enraizamento de brotagbes, tanto para
aquelas obtidas in vitro como ex vitro.

Isso é decorrente do fato de que, em espécies lenhosas, a aptidao para o
enraizamento de propagulos esta associada ao grau de maturacdo, sendo
observado que, na fase juvenil, as plantas apresentam maior potencial de
enraizamento que na adulta. Em vista das dificuldades de enraizamento
apresentadas pelo material maduro, o rejuvenescimento de células e tecidos é,
provavelmente, um dos mais importantes aspectos para a efetiva aplicagdo da
propagacéao vegetativa em espécies florestais (FERREIRA et al., 2010).
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Com essa finalidade é que foram desenvolvidas as técnicas de miniestaquia e
microestaquia, assim como a micropropagacéo. Basicamente, a diferenca entre as
duas primeiras técnicas consiste na origem do material que compde o jardim clonal,
Ou seja, a microestaquia € uma técnica em que 0s brotos sdo provenientes da
micropropagacao, sendo enraizados in vitro (em laboratdrio) ou ex vitro (em casa de
vegetacdo) e, posteriormente, formando o microjardim clonal. A técnica de
microestaquia foi desenvolvida buscando aproveitar, ao maximo, a juvenilidade dos
propagulos vegetativos e visando a maximizar o enraizamento das microestacas no
processo de propagacdo clonal (XAVIER e COMERIO, 1996). No entanto, o
processo de microestaquia, na sua primeira etapa, depende da existéncia de
laboratorios de cultura de tecidos, para alcancar um grau de rejuvenescimento
rapido e desejavel as plantas, o que encarece a producdo de mudas e necessita de
mao-de-obra especializada.

A técnica de miniestaquia surgiu em consequéncia dessas limitacOes
apresentadas pela microestaquia, no que tange aos aspectos técnicos e econémicos
(XAVIER et al., 2001). A técnica consiste na utilizacdo de brotacbes de plantas
propagadas pelo método da estaquia convencional ou a partir de sementes como
fontes de propagulos vegetativos, formando o minijardim clonal, que pode se
localizar em tubetes, sobre bandejas metalicas, vasos, canaletdes e outros
(WENDLING, 1999). Nesse sentido, a utilizacdo de brotos de mudas produzidas por
semente apresenta uma série de vantagens em relacdo a de plantas matrizes
adultas no campo, como maior facilidade de coleta das brotagbes, menores gastos
com deslocamentos, maiores indices e velocidade de enraizamento, maior vigor do
sistema radicial e partes aéreas formadas, maior variabilidade genética e a
possibilidade de propagacéo vegetativa sem a necessidade de utilizar indutores de
enraizamento, entre outros (WENDLING et al., 2005).

A aplicacdo dessas técnicas tem permitido a propagacdo de gendtipos de
dificil enraizamento, a ampliacdo da porcentagem de propagulos enraizados, bem
como a melhoria do sistema radicular, que é de extrema importancia para o
desenvolvimento satisfatério das mudas a campo (ALFENAS et al., 2009). Esses
aspectos podem, adicionalmente, contribuir significativamente para a ampliacdo da
base silvicultural de espécies nativas para fins econémicos, recuperacdo de areas e
ecossistemas degradados (FERRIANI et al., 2010).
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Considerando-se 0 exposto, o presente estudo teve como objetivo geral
avaliar a capacidade de rizogénese in vitro e ex vitro em brotacdes de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert utilizando-se as técnicas de micropropagacdo e
miniestaquia, bem como analisar a aclimatizacdo das mudas produzidas. O trabalho
esta organizado em dois capitulos, divididos de acordo com a técnica utilizada:

- no primeiro capitulo sdo abordados os ensaios referentes a rizogénese in
vitro em brotacdes de Peltophorum dubium, utlizando-se a técnica de
micropropagacdo, e a posterior aclimatizacdo das mudas produzidas. Foram
testados diferentes meios de cultivo contendo variagbes nos meios nutritivos, nas
concentracdes de auxina, sacarose e de agar como agente gelificante;

- no segundo capitulo sdo apresentados o0s ensaios referentes a rizogénese
ex vitro em brotacdes de Peltophorum dubium, utilizando-se a técnica de
miniestaquia, e a posterior aclimatizagdo das mudas produzidas, bem como a
avaliagdo da produtividade do minijardim clonal. Foram testadas o efeito de
diferentes concentracfes da auxina AIB sobre a rizogénese, bem como de diferentes
periodos de coleta de brotacbes e o0 crescimento das mudas no periodo de

aclimatizacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A espécie Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, da familia Fabaceae, conhecida
como canafistula, acacia-amarela, angico bravo, tamboril, entre outros, € uma arvore
longeva que ocorre, naturalmente, no Brasil desde 7°S na Paraiba a 29°S no Rio
Grande do Sul e atingindo o limite Sul a 30°25'S em Artigas, no Uruguai
(CARVALHO, 2003).

Sua madeira apresenta resisténcia moderada ao apodrecimento e pode ser
empregada na construgéo civil, marcenaria, tanoaria, carrocerias, dormentes etc. A
arvore, de crescimento rapido, muito rastica e helidfila, é recomendada para
reflorestamentos mistos de &reas degradadas, para paisagismo em geral,
arborizacao de parques, pracas e rodovias (LORENZI, 1992; MARCHIORI, 1997).

O processo reprodutivo desta espécie inicia-se entre 8 e 12 anos, florescendo
de dezembro a fevereiro, com a maturacdo das sementes de abril a junho. A
dispersdo dos frutos é feita lentamente pelo vento, mas os frutos maduros
permanecem na arvore por longo tempo (NAKAGAWA et al.,, 2010). Os frutos
maduros, colhidos das arvores, podem ser semeados diretamente, porém, como ha
possibilidade de formarem mudas defeituosas, deve-se preferir extrair as sementes
dos frutos (LORENZI, 1992).

As sementes da canafistula apresentam forte dorméncia tegumentar, a qual
se instala durante a fase de desenvolvimento e/ou, maturagéo, o que resulta em
sementes dormentes na dispersdo. Esse fendmeno dificulta o estudo de maturacao,
o trabalho dos analistas de sementes e a formacdo de mudas pelos viveiristas,
porque a avaliagcdo da capacidade de germinacgéo é prejudicada (NAKAGAWA et al.,
2010). No entanto, a utilizacdo das sementes beneficiadas e que sofreram o
processo de superagdo de dorméncia apresenta melhores resultados de germinagéo
em laboratorio e no viveiro do que o uso dos frutos. Para a obtencdo de mudas séao
sugeridos tratamentos de escarificacdo mecanica cortando-se o tegumento na

regido oposta a da emergéncia da radicula. O poder germinativo é alto, até 95% em



30

sementes submetidas a tratamento para superacdo de dorméncia, e baixo, no
maximo 28% em sementes nao tratadas (CARVALHO, 2003). A dorméncia
tegumentar das sementes de canafistula foi superada, também de forma eficiente,
pelos tratamentos de imersdo em agua quente e de escarificacdo com acido
sulfarico, sendo esses métodos responsaveis por proporcionarem menor tempo de
emergéncia das plantulas, o que possibilita a formagdo de mudas com qualidade,
em menor tempo (DUTRA et al., 2013).

No Estado de S&o Paulo, a canafistula esta ameacada de extingdo, sendo
recomendada a sua conservacao ex situ através de populacdes-base, sob a forma
de testes de progénies e procedéncias (CARVALHO, 2003). Nesse sentido, vém
sendo desenvolvidos estudos com o intuito de contornar tanto os problemas que
podem interferir na sua conservacao como na producdo de mudas de qualidade, a
exemplo do trabalho realizado por Nakagawa et al. (2010), em que 0 maximo
potencial de germinacdo, detectado nas sementes escarificadas de Peltophorum
dubium, foi observado ocorrer no inicio da dispersdo, quando predominaram
sementes duras. O potencial de armazenamento, a germinacdo e o vigor das
sementes de Peltophorum dubium também foram avaliados em diferentes substratos
e profundidades de semeadura. Neste caso, em todos o0s tratamentos, o indice de
velocidade de emergéncia diminuiu significativamente com o0 aumento nha
profundidade de semeadura (PEREZ et al., 1999). O uso de substratos alternativos
também vem sendo estudado para a producdo de mudas de qualidade em viveiro,
sendo que a inclusdo de bagaco de cana na composi¢cédo de substratos, em mistura
com Bioplant®, na proporcao de 3:1 (75% de Bioplant® +25% de Bagaco de cana)
ou 1:1 (50% de Bioplant® +50% de Bagaco de cana), mostrou ser técnica e
economicamente viavel, proporcionando as maiores taxas de crescimento e indices
de qualidade das mudas de canafistula produzidas (DUTRA et al., 2013).

Ainda relatando estudos com sementes de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, quando foram submetidas a superacédo de dorméncia por agua aquecida a
80 °C e pré-germinadas em caixas plasticas tipo gerbox (sobre papel), em
germinador a temperatura constante de 25 °C, a altura das plantulas foi beneficiada
com o0 uso do saco plastico e de fertilizante de liberacdo lenta, sendo o efeito do
altimo incrementado com o aumento no volume do recipiente. Similarmente, foi
observado incremento no diametro do coleto de plantulas em recipientes maiores. O

numero de folhas, a massa seca da parte aérea e a massa seca total foram
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semelhantes nas plantulas submetidas a fertilizagcdo com NPK, independentemente
do volume do recipiente, 0 que n&o ocorreu naquelas tratadas com fertilizante de
liberacdo lenta, em que a média dessa variavel diminuiu com o aumento no volume
do recipiente (BRACHTVOGEL; MALAVASI, 2010). O uso de turfa, como substrato
para producéo de mudas de canafistula a partir de sementes, realizada em tubetes
com capacidade para 124 cm?®, produziu resultados satisfatorios, aos sete meses,
relativos as variaveis altura, diametro do colo, biomassa aérea, biomassa radicular,
biomassa total e relacdo biomassa aérea/radicular (POLETTO et al., 2007).

Em outro trabalhado realizado, foi avaliada a influéncia do sombreamento no
crescimento de mudas de Peltophorum dubium, sendo recomendada, para o plantio
imediato, a producdo de mudas a sol pleno, a 30% ou a 75% de sombra. Na
producdo de mudas para estocagem, as mudas poderiam ser mantidas sob 50% de
sombreamento (PORTELA et al., 2001).

Em relacdo a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos, estudos que tém
sido desenvolvidos no Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento
de Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Rurais, da Universidade Federal de Santa
Maria, demonstraram que a canafistula apresenta potencialidade para a
micropropagacao por meio da emissdo de gemas laterais (BASSAN, 2006).
Contudo, na ocasiao em que foi realizado o estudo, a autora alertou que, para a
obtencao de clones dessa espécie, seria necessaria a otimizacao da capacidade dos
segmentos apicais caulinares em desenvolver gemas laterais por periodos mais
longos de cultivo in vitro, 0 aumento nas taxas de multiplicacédo e na freqiiéncia de
rizogénese.

Posteriormente, estudos de multiplicagdo in vitro de Peltophorum dubium,
desenvolvidos pelo mesmo grupo, demonstraram que 0 emprego da citocinina 6-
Benzilaminopurina (BAP), associado ou ndo a outras citocininas, em meio nutritivo
MS (MURASHIGE; SKKOG, 1962), nao foi eficiente em induzir a emissao de
brotagcbes em segmentos apicais caulinares (CURTI et al., 2010a). Porém o emprego
de meio MS suplementado com a auxina Acido a-Naftaleno Acético (ANA),
combinado com a citocinina Thidiazuron (TDZ) (a 10 yM), foi possivel obter uma
meédia de 73% de explantes que emitiram brotacdes adventicias. No entanto, nesse
mesmo tratamento houve intensa formacédo de calos, indesejavel nessa fase do
cultivo, sendo recomendado o estudo de alternativas no intuito de promover a

proliferacdo de um maior nimero de brotacdes (CURTI et al., 2010 b). Foram
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testadas também, além de BAP, as citocininas Cinetina (CIN), Isopentenil Adenina
(2iP) e TDZ associadas ou ndo a ANA. No entanto, de maneira geral,
independentemente da concentracdo e da combinacao utilizada, essas citocininas
nao afetaram, significativamente, a multiplicagéo in vitro de Peltophorum dubium.
Pesquisando alternativas para incrementar as taxas de multiplicacdo ou para obter
conhecimentos adicionais sobre eventuais respostas em relacdo a organogénese
indireta, foram obtidos resultados promissores com a utilizacdo de segmentos
cotiledonares e hipocétilos cultivados em meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKKOG,
1962) contendo a auxina Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), indicando que esta
pode ser uma via para o cultivo in vitro da espécie, a qual mostrou-se responsiva
nessas condi¢cdes (CANDIDO, 2013). Por fim, em relacdo a formacao in vitro de
raizes, resultados promissores foram obtidos, tanto sob o ponto de vista quantitativo
(foram obtidas médias de 36,78% de culturas enraizadas) como qualitativamente (as
raizes formadas apresentavam raizes secundarias), com a utilizacdo de substratos
alternativos, como vermiculita, areia e Plantmax® combinados ao meio nutritivo MS,
aos 60 dias de cultivo. Com a utilizacdo de vermiculita houve intensa formacéo de
calos na base das brotac6es, aos 60 dias de cultivo, porém, também houve a maior
formacao de raizes e foi observada melhoria na qualidade do sistema radicular,
quando este substrato foi combinado ao meio nutritvo MS (CURTI; REINIGER,
2014).

Em sintese, a literatura especializada contempla muitas informacdes
relacionadas a caracteristicas botanicas, morfoldgicas e a obtencdo de mudas de
canafistula via sexuada. No entanto, o volume de informacdes referentes as técnicas
de propagacéo vegetativa é incipiente, sendo necessaria a realizacdo de estudos
nesse sentido, os quais poderiam contribuir para o desenvolvimento de tecnologias
gue viabilizassem a producédo de mudas de alta qualidade de maneira mais eficiente

e partindo-se de materiais selecionados, com caracteristicas superiores.

2.2 Propagacdao vegetativa

A utilizacdo da propagacdo vegetativa em espécies florestais, associada a

programas de melhoramento, tem como finalidades acelerar o crescimento,
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aumentar a produtividade e gerar madeira de qualidade e homogénea (ALFENAS et
al., 2009), pela multiplicacdo de plantas selecionadas.

As principais vantagens da propagacao vegetativa para essas espeécies sao a
formacdo de plantios clonais de alta uniformidade e produtividade, a producdo de
madeira de qualidade, a multiplicacao de arvores resistentes a pragas e doencas e a
transferéncia, de geracao para geragdo, das caracteristicas genéticas desejaveis As
principais eventuais desvantagens decorrentes do emprego da propagacao
vegetativa sdo o risco do estreitamento da base genética e a dificuldade de
enraizamento existente em algumas espécies. Existem varios métodos disponiveis
para a propagacao vegetativa de plantas, dentre os quais podem-se citar a estaquia,
a microestaquia, a miniestaquia e a propagacao por meio de cultura de tecidos.
Dentre esses, a cultura de tecidos e a miniestaquia tém tido ampla aplicacdo na
producdo de mudas de espécies florestais (WENDLING, 1999).

Dentro de um conceito amplo, a cultura de tecidos envolve um conglomerado
de técnicas, mediante as quais um explante (parte isolada de uma planta, como
protoplastos, células, tecidos e 6rgaos) € cultivado de maneira asséptica em um
meio nutritivo (conhecido, também, como meio de cultura e que contém, entre outros
constituintes, &gua, sais minerais, vitaminas, aminoacidos, reguladores de
crescimento e uma fonte de carboidrato) sob condi¢des controladas de temperatura,
umidade e luminosidade. Nesse contexto, a depender do tipo de explante, o
crescimento pode ocorrer de modo organizado ou desorganizado (SOUZA;
JUNGHANS, 2006).

A cultura de tecidos esta apoiada na teoria da totipoténcia, assim como as
demais técnicas de propagacgdo vegetativa, que consiste no fato de que todas as
células vivas tém a capacidade de reproduzir um organismo inteiro, desde que
possuam a informacdo genética necessaria. Na pratica, entretanto, procuram-se
utilizar explantes que contenham maior proporcéo de tecido meristematico ou que
tenham maior capacidade de expressar a totipoténcia das células (SOUZA,;
JUNGHANS, 2006). Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a mais amplamente
empregada € a micropropagacédo, que ganhou grande impulso na década de 1970,
periodo em que surgiu o0 conceito de estagios de desenvolvimento no processo de
propagacéao in vitro, elaborado por Murashige (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998),

a saber:
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- Estagio | — selecdo de explantes, desinfestacdo e cultura em meio nutritivo
sob condicbes assépticas.

- Estagio Il — multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas
em meio proprio para a multiplicacao.

- Estagio Ill — transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subsequente transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo.

A definicédo e a utilizacdo de um ou outro método propagacao varia de acordo
com os objetivos do estudo, da espécie envolvida, da época do ano, da habilidade
do executor, do tipo e quantidade de material disponivel e das condi¢cdes ambientais,
entre outros fatores (WENDLING et al., 2002). Devido a isso, dentre os métodos de
propagacéao vegetativa desenvolvidos e aplicados a espécies florestais, a estaquia é
a técnica mais simples e de maior viabilidade econdémica para o estabelecimento de
plantios clonais, pois permite, a um menor custo, a multiplicacdo de genotipos
selecionados, em um curto periodo de tempo. Entretanto, a estaquia ndo é viavel,
técnica e economicamente, para todas as espécies, pois algumas ndo apresentam
taxas de enraizamento satisfatérias. Em decorréncia dessas limitacbes, outras
técnicas, como a microestaquia e a miniestaquia, foram desenvolvidas, visando a
otimizagdo do enraizamento (JUNIOR, 2007).

A aplicacdo da miniestaquia na propagacao clonal de Eucalyptus € uma
realidade e mostra-se bem desenvolvida (XAVIER et al., 2001), entretanto em
espécies florestais nativas ainda € recente, necessitando de desenvolvimento
guanto aos ajustes no processo de producdo das mudas. A aplicabilidade da
miniestaquia em espécies nativas é uma opcdo para a propagacdo vegetativa,
igualmente, em algumas espécies em que as sementes apresentam baixo potencial
de germinacdo, dificuldade de armazenamento e/ou quando as proprias séo
insumos limitantes. O tipo de propagulo utilizado para o0 enraizamento das
miniestacas, por exemplo, € um dos itens importantes a ser avaliado na definicdo da
melhor técnica de propagacdo vegetativa. Dentre os tipos de propagulos,
geralmente, utilizados na propagacao vegetativa estdo as estacas/miniestacas, que
podem ser caulinares, foliares ou radiculares (SANTOS et al., 2000a).

Estudos realizados revelaram que a miniestaquia €& viavel para o
enraizamento de miniestacas coletadas em minicepas produzidas partindo de
sementes, em espécies nativas como o jequitiba rosa (Cariniana estrellensis), cedro

rosa (Cedrela fissilis), mogno (Swietenia macrophylla) e sete cascas (Samanea
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inopinata) (SANTOS et al., 2000b; SANTOS et al., 2001; XAVIER et al., 2003). Em
uma sequéncia esquematica da técnica de miniestaquia, inicialmente, faz-se a poda
do 4pice da brotacdo da estaca enraizada, e, em intervalos variaveis, em funcéo da
época do ano, do clone/espécie, das condi¢cdes nutricionais, entre outras, havera a
emissdo de novas brotacbes, que serdo coletadas e colocadas para enraizar em
condicBes controladas de temperatura e umidade (WENDLING et al., 2002).

Para a adocdo do processo de miniestaquia na propagacao comercial séo
necessarias, entretanto, informacfes sobre a produtividade e longevidade das
minicepas em sucessivas coletas e, quanto as miniestacas, sobre a capacidade de
enraizamento, a necessidade de aplicacao de auxinas exdégenas, o estabelecimento
e a influéncia da época de producao e intervalos de coleta, sobre esses propagulos,
assim como sobre a aclimatizacdo das mudas produzidas. No que se refere a
micropropagacdo de espécies florestais, os entraves relacionados a formacéo de
raizes em brotacdes devem ser superados. Para tanto, hd necessidade de estudos
adicionais em relacdo a composicdo dos meios de cultivo durante a fase de
enraizamento in vitro, a exemplo da utilizacdo ou ndo de fitorreguladores, de
substratos alternativos ao agente geleificante agar, bem como a necessidade de
uma fonte de carboidrato externa, entre outros, uma vez que inumeros fatores

interferem na rizogénese.

2.3 Rizogénese em espécies lenhosas

Para muitas espécies, sobretudo as herbaceas, a formacdo de raizes
adventicias ndo tem constituido grande problema, enquanto para outras, entre as
quais se inclui a maioria das espécies lenhosas, a elucidacdo do processo de
rizogénese nao foi ainda conseguida. Os maiores obstaculos ao adequado
conhecimento dos fendmenos envolvidos no processo de formacdo de raizes
adventicias residem na dificuldade de isolar e caracterizar os fatores que os
controlam, em virtude da sua complexidade e da grande interacdo existente entre
eles (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). O aprimoramento no enraizamento de brotacdes tem
sido conseguido, especialmente, com o desenvolvimento das técnicas da

microestaquia, e da miniestaquia, que possibilitaram consideraveis ganhos
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decorrentes, principalmente, do aumento nos indices de enraizamento e na reducdo
do tempo para formacdo da muda (XAVIER; COMERIO, 1996).

Na micropropagacéo, a etapa de enraizamento caracteriza-se pela formacéao
de raizes adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicacdo, permitindo,
assim, o posterior transplantio para condicdes ex vitro. A rizogénese ocorre de uma
a trés semanas e pode ser dividida em trés fases: indugéo, iniciagdo e alongamento
de raizes. Enquanto as duas primeiras fases (as vezes consideradas como uma s0)
respondem ou dependem de auxina, o crescimento das raizes € inibido pela
presenca de auxina. A dificuldade em desenvolver um sistema eficiente de
micropropagacao estd em determinar a condicdo in vitro na qual todas essas fases
possam ocorrer normalmente e, de preferéncia, sem demandar manipulacao
adicional de uma fase para outra (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Alguns pontos béasicos devem ser observados quando € desejado
desenvolver metodologias de enraizamento in vitro para espécies recalcitrantes,
como as lenhosas. Os fatores importantes incluem a escolha e as condi¢cdes de
cultivo da planta doadora, a composicdo do meio nutritivo e as condicbes de
incubacdo, bem como as caracteristicas do explante em si. Certos pré-tratamentos,
principalmente com auxinas, podem auxiliar no enraizamento, uma vez que as
auxinas sao o0s UOnicos reguladores de crescimento que aumentam,
consistentemente, a formacéo de primérdios radiculares. Skoog & Miller, em 1957,
demonstraram que a reacéo do tecido cultivado in vitro depende do balanco entre
auxina e citocinina: aumentando-se a concentracao da primeira haveria formacgao de
raizes; aumentando-se a da segunda, de gemas adventicias; e, em uma relacao
intermediaria, haveria a formacéo de calo (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

A concentracdo de auxinas pode afetar a qualidade das raizes, principalmente
no que se refere a conexdo vascular, sendo que a formacdo de raizes normais
verifica-se em concentracfes mais baixas; altas concentracdes tendem a produzir
muito calo na zona de enraizamento. Todavia, espécies ou mesmo cultivares
diferentes reagem de maneira diversa a concentracdes distintas de auxinas. A
concentragdo otima, para uma certa planta, pode ser insuficiente ou muito elevada
para outra. Uma menor duracdo do periodo de exposicdo dos explantes as
substancias quimicas do meio nutritivo pode levar a um melhor balango entre raiz e

parte aérea, produzindo plantas mais saudaveis (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).
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A necessidade de utilizacdo de duas fases distintas para o enraizamento,
aplicando-se auxina por um periodo determinado, seguido de transferéncia para
outro meio nutritivo, desprovido de substancias reguladoras de crescimento pode
apresentar resultados benéficos a formacao de raizes (NEWELL et al., 2003). Em
trabalhos realizados com Sequoia sempervirens, concentracdes de 100 a 300 mg L™
de AIB conduziram a formagdo maxima de raizes, ap0s a transferéncia dos
explantes para meio sem fitorreguladores. Porém, concentracbes menores de AlIB
permitram o0 enraizamento sem transferéncia para meio desprovido de
fitorreguladores (ORTIZ, 1992).

Igualmente, as concentracdes de fitorreguladores podem variar em fungéo da
espécie, estado de maturacdo dos propagulos, da forma de aplicacdo, entre outros e
ainda em funcdo da adocdo das técnicas de microestaquia ou miniestaquia
(WENDLING; XAVIER, 2005). Em Eucalyptus spp., por exemplo, com a técnica de
miniestaquia, as concentracdes variaram desde a n&o-aplicacdo até 2.000 mg L*
(WENDLING, 1999; TITON, 2001; XAVIER et al., 2001), ja para microestaquia
recomenda-se 0 enraizamento sem a aplicacdo de regulador de crescimento
(XAVIER; COMERIO, 1996).

Em relacédo a constituicdo do meio nutritivo utilizado na fase de enraizamento
in vitro, o agar é o agente gelificante mais empregado em varios trabalhos para a
maioria das espécies. No entanto, nessa condi¢cdo, o que se tem observado é a
formacdo de um sistema radicular de baixa qualidade, com raizes quebradicas e
desprovidas de pelos radiculares (VIAGANO et al., 2007). Essas raizes, em geral,
mostram-se pouco eficientes na absor¢cdo de agua e nutrientes, comprometendo a
sobrevivéncia e o desenvolvimento, durante a fase de aclimatizacdo, das mudas
produzidas (HOFFMANN et al., 2001). Em decorréncia disso, vém sendo testados
substratos alternativos para a formacéo in vitro de raizes, visando a obtencdo de um
sistema radicular mais apropriado a subsequente adaptacédo da planta em casa de
vegetacgdo. A utilizacao de vermiculita, perlita ou espumas de poliuretano embebidas
em meio liquido podem ser alternativas mais baratas e propiciar melhores resultados
do que o agar (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na micropropagac¢ao de mirtilo
(Vaccinium sp.), a adicédo de perlita e vermiculita em meio nutritivo WPM promoveu o
aumento no numero e comprimento de raizes, além de maiores porcentagens de

enraizamento (até 77,5%) quando comparados ao meio nutritivo contendo agar e
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carvao ativado (7,5%) durante um periodo de 60 dias de cultivo (DAMIANI;
SCHUCH, 2009).

O substrato mais adequado para a producdo de mudas também varia de
acordo com a espécie a ser propagada e deve permitir um bom suprimento de
oxigénio e de adgua para a base da brotacdo e para o desenvolvimento de raizes,
independentemente da condicdo de cultivo ser in vitro ou ex vitro. O material
utilizado como substrato deve ser inerte, poroso, com boa drenagem e capaz de
manter a aeracdo e a umidade, permitindo o desenvolvimento do sistema radicial
(HARTMANN et al., 2002).



3 CAPITULO |

RIZOGENESE IN VITRO EM BROTACOES DE Peltophorum dubium
(SPRENGEL) TAUBERT E ACLIMATIZACAO DAS MUDAS

3.1 Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de meios de cultivo com variacdes
nos meios nutritivos, concentracdes de sacarose, AIB e agar na rizogénese in vitro

em Peltophorum dubium e a posterior aclimatizacdo das mudas micropropagadas.

3.2 Material e métodos

Foram realizados diferentes ensaios, em sequéncia, sendo que os resultados
obtidos em cada ensaio conduziram as alteracdes realizadas no meio de cultivo
utilizado nos ensaios posteriores, 0s quais sao descritos a seguir e apresentados

resumidamente no Anexo A.

3.2.1 Efeito do meio nutritivo contendo AIB na rizogénese in vitro em brotacdes de

Peltophorum dubium

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em arranjo unifatorial, sendo que os tratamentos consistiram das concentracdes 0; 5;
10 ou 20 uM de acido 3-indolbutirico (AIB) adicionados ao meio nutritivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Brotacdes de Peltophorum dubium provenientes de
ensaios de multiplicacdo in vitro, cultivadas por um periodo de 30 dias em meio
nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 1g L™ de carvao ativado, na
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auséncia de reguladores de crescimento, foram utilizados como explantes. Cada
unidade experimental foi constituida por um frasco de vidro com capacidade para
150mL, contendo 30mL de meio nutritivo contendo AIB, conforme o tratamento,
30mL de vermiculita e trés brotacbes cada. Foram utilizadas 10 repeticdes por
tratamento.

Ao meio nutritivo foram acrescidos 30g L™ de sacarose e 100mg L™ de mio-
inositol. O pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusdo de &gar (7g L) e,
posteriormente, os frascos contendo os meios de cultivo foram autoclavados a
121°C e latm de presséo por 15 min. Os frascos foram vedados com papel aluminio
e mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 16h com
intensidade luminosa de 20pmol m?2 s fornecida por lampadas fluorescentes
brancas frias tipo luz do dia.

Apos 35 dias de cultivo foi realizada a avaliagdo e as variaveis analisadas
foram: sobrevivéncia das brotacdes, brotacbes que formaram calo na base e

brotacées com formacéo de raizes, todas expressas em porcentagem.

3.2.2 Aclimatizacdo in vitro de brotacdes de Peltophorum dubium enraizadas em

meio nutritivo contendo AIB

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo bifatorial 4x3, em que os niveis do fator “A” corresponderam as
concentracdes de AIB (0; 5; 10 ou 20uM) adicionadas ao meio nutritivo, empregadas
na fase de enraizamento in vitro (descrita anteriormente), e a partir das quais as
brotacdes cultivadas no presente experimento foram oriundas, enquanto os niveis do
fator “B” consistiram das avaliacdes realizadas aos sete, 14 ou 21 dias, totalizando
12 tratamentos. Foram utilizadas 20 brota¢des oriundas de cada concentragdo de
AIB, com 35 dias de cultivo, independente de terem enraizado ou ndo, sendo que
nao havia nenhuma brotacdo com raiz oriunda do tratamento em que a auxina
estava ausente (OuM), havia duas brotacdes (10%) com raizes no tratamento com
5uM de AIB, quatro brota¢des (20%) com raizes no tratamento com 10uM de AIB e

seis brotac¢des (30%) com raizes no tratamento que incluiu 20uM de AIB.
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Estas brotacbes (do experimento anteriormente descrito) foram transferidas
(aos 35 dias de cultivo) para copos plasticos com capacidade para 300mL contendo
90mL de substrato (mistura de vermiculita e substrato comercial McPlant Misto®
Classe F, a base de casca de pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e
vermiculita, na proporcdo 1:1 (v/v)) e 30mL de agua destilada. A unidade
experimental consistiu de quatro copos plasticos, cada um contendo uma brotacéo.
Foram utilizadas cinco repeticdes, totalizando 20 unidades amostrais por tratamento.
Os copos plasticos foram cobertos com uma camada de filme de polivinilcloreto
(PVC) e acondicionados em sala de cultivo sob temperatura de 25+3°C, fotoperiodo
de 16h com intensidade luminosa de 20 pmol m?s™? fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias tipo luz do dia. Diariamente, foi verificada a umidade no
interior dos copos e, quando necessario, foram acrescidos 10mL de agua destilada
para manter o turgor hidrico das brotacdes.

Apbés sete, 14 e 21 dias de aclimatizacdo, nas condi¢cbes descritas
anteriormente, as plantas foram avaliadas quanto ao percentual de sobrevivéncia,
namero de folhas e numero de folhas senescentes (folhas que se encontravam

amareladas e/ou com as bordas secas).

3.2.3 Efeito de diferentes meios nutritivos contendo AIB na rizogénese in vitro em
brotagbes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x2, sendo que os tratamentos consistiram dos meios nutritivos
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em sua composicao integral de sais, MS reduzido
a metade da concentragdo de sais (MS/2), ‘Wood Plant Medium’ - WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980) em sua composicao integral de sais ou WPM reduzido a metade
da concentracdo de sais (WPM/2) combinados as concentracdes 0 ou 10uM de
acido 3-indolbutirico (AIB). Foram utilizadas, como explantes, brotacdes de
Peltophorum dubium provenientes de ensaios de multiplicacao in vitro, cultivadas por
um periodo de 30 dias em meio nutritivo MS acrescido de 1g L™ de carvéo ativado,
na auséncia de reguladores de crescimento. Cada unidade experimental foi

constituida por um frasco de vidro com capacidade para 150mL, contendo 30mL de
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meio nutritivo conforme o tratamento, 30mL de vermiculita e trés brotagbes cada.
Foram utilizadas 10 repeticbes por tratamento.

Aos meios nutritivos utilizados foram acrescidos 30g L™ de sacarose e 100mg
L (meios MS e WPM) ou 50mg L™ (meios MS/2 e WPM/2) de mio-inositol. O pH foi
ajustado para 5,8 antes da inclusdo de agar (7g L™) e, posteriormente, os frascos
contendo os meios de cultivo foram autoclavados a 121°C e latm de pressao por 15
min. Os frascos foram vedados com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo
com temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de
20umol m2s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Apo6s 30 dias de cultivo foi realizada a avaliagdo e as variaveis analisadas
foram: sobrevivéncia das brotacdes (%), brotacdes que formaram calo na base (%),
brotacbes com formacédo de raizes (%), comprimento de raizes (cm) e niumero de

folhas.

3.2.4 Efeito do meio nutritivo WPM/2 com AIB na rizogénese in vitro em brotacdes

de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 3x2, sendo que os tratamentos consistiram das concentracfes
0; 10 ou 20uM de &cido 3-indolbutirico (AIB) acrescidos ao meio nutritivo, com
avaliacdes realizadas aos 30 ou 60 dias de cultivo. Brotacbes de Peltophorum
dubium provenientes de ensaios de multiplicac&o in vitro, cultivadas por um periodo
de 21 dias em meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 1g L™
de carvao ativado, na auséncia de reguladores de crescimento foram utilizadas
como explantes. Cada unidade experimental foi constituida por um frasco de vidro
com capacidade para 150mL, contendo 30mL de meio nutritivo contendo AIB,
conforme o tratamento, 30mL de vermiculita e trés brotaces cada. Foram utilizadas
sete repeticdes por tratamento.

Foi utilizado o meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ - WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980), reduzido a metade da concentragédo de sais (WPM/2), acrescido
de 30g L™ de sacarose e 50mg L™ de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,8 antes

da inclusdo de &gar (7g L™Y) e, posteriormente, os meios de cultivo foram
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autoclavados a 121°C e latm de pressao por 15 min. Os frascos foram vedados com
papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25+3°C e
fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 20umol m?2 s* fornecida por
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Apos 30 e 60 dias de cultivo foram realizadas avaliagbes e as variaveis
analisadas foram: brotacdes com formacédo de raizes (%), comprimento de raizes
(cm), brotacées com formacéao de raizes secundarias (%) e brotacdes que formaram

calo na base (%).

3.2.5 Efeito de sacarose, AIB e agar na rizogénese in vitro em brotacbes de
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo trifatorial 3x2x2, em que o fator “A” consistiu de concentragdes de
sacarose (0; 15 ou 30g L), o fator “B”, da presenca ou auséncia de AIB (0 ou 10puM)
no meio nutritivo e o fator “C”, da presenca ou auséncia de agar (0 ou 7g L™) no
meio nutritivo. Foram utilizadas, como explantes, brotacfes de Peltophorum dubium
provenientes de ensaios de multiplicacdo in vitro, cultivadas por um periodo de 21
dias em meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 1g L™ de
carvdo ativado, na auséncia de reguladores de crescimento. Cada unidade
experimental foi constituida por um frasco de vidro com capacidade para 150mL,
contendo 30mL de meio nutritvo WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980), reduzido a
metade da concentracdo de sais (WPM/2), 30mL de vermiculita e trés brotacdes
cada. Foram utilizadas seis repeti¢cdes por tratamento.

O meio nutritvo WPM/2 foi acrescido de AIB e sacarose, conforme o
tratamento, e 50mg L™ de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,8 antes da inclus&o
de agar (para 0os meios que o continham) e, posteriormente, 0sS meios nutritivos
foram autoclavados a 121°C e latm de pressdo por 15 min. Os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com temperatura de
25+3°C e fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa de 20pmol m2 s™ fornecida
por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.
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Apos 30 e 60 dias de cultivo foram realizadas avaliacbes e as variaveis
analisadas foram: sobrevivéncia (%), brotagbes com formacdo de raizes (%),
numero de raizes, comprimento de raizes (cm), brotaces com formacao de raizes
secundarias (%), brotacbes que formaram calo na base (%), nimero de folhas por
explante e folhas com sinais de senescéncia (%) (assim consideradas aquelas

folhas que se encontravam amareladas e/ou com as bordas secas).

3.2.6 Aclimatizacdo in vitro de brotacdes de Peltophorum dubium enraizadas em

meio nutritivo contendo diferentes concentracdes de sacarose, AIB e agar

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo bifatorial 12x8, em que os tratamentos resultaram das combinacbes de
sacarose (0; 15 ou 30g L™), AIB (0 ou 10uM) e &gar (0 ou 7g L™ que foram
empregadas na fase de rizogénese in vitro (descrita anteriormente em 3.2.5), a partir
da qual as brotacGes foram oriundas, avaliados semanalmente até os 56 dias
(totalizando oito avaliagdes). Foram utilizadas, no minimo, trés brotacdes oriundas
de cada tratamento em que havia ocorrido formacao de raizes apds 60 dias de
cultivo, exceto aquelas do tratamento em que foi utilizado 10uM de AIB e 30g L™ de
sacarose na auséncia de agar, posto que havia somente duas brotacdes com raizes.

Essas brotacdes foram transferidas para copos plasticos transparentes,
perfurados no fundo, com capacidade para 180mL contendo 60mL de substrato
(mistura de vermiculita e substrato comercial McPlant Misto® Classe F, a base de
casca de pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e vermiculita, na proporcao
1:1 (v/v)), acrescido de 15mL de meio nutritivo WPM/2 e 10mL de agua destilada. A
unidade experimental consistiu de um copo plastico contendo uma brotacdo. Os
copos plasticos foram cobertos com outro copo, de igual capacidade, também com o
fundo perfurado, a fim de manter a umidade no interior do copo e permitir que
ocorressem trocas gasosas. As plantas, nessa condicdo, foram acondicionados em
sala de cultivo sob temperatura de 25+3°C, fotoperiodo de 16h com intensidade
luminosa de 20 umol m?s™ fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo
luz do dia. Diariamente, foi verificada a umidade no interior dos copos e, quando
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necessario, foram acrescidos 10mL de agua destilada para manter o turgor hidrico
das brotacdes.

Semanalmente, até os 56 dias de aclimatizacdo, as plantas foram avaliadas
quanto ao percentual de sobrevivéncia, nimero de folhas e numero de folhas
senescentes (assim consideradas as folhas que se encontravam amareladas e/ou

com as bordas secas).

3.2.7 Anélises estatisticas

ApoOs testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as varidveis foram

transformadas, sempre que necessario, pela funcéo \/TOB, sendo x o valor
observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, utilizou-se, para a comparacdo das médias, o teste de Tukey ou de
Scott-Knott (Experimentos 3.2.3; 3.2.4 e 3.2.5) ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para Andlise de Variancia)
para Windows®, versdao 4.0 (FERREIRA, 2000). A precisdo do experimento foi

medida através da acuracia seletiva (AS) calculada por ‘Vl_l/Fcal, que

corresponde a correlacgédo linear entre os valores genotipicos e fenotipicos.

3.3 Resultados e discussdes

3.3.1 Efeito do meio nutritivo contendo AIB na rizogénese in vitro em brotacdes de

Peltophorum dubium

N&o houve efeito significativo sobre nenhuma das variaveis avaliadas. No
entanto, foi observado 100% de sobrevivéncia das brotacdes (Figura 1 — A) e uma

meédia geral de 96,6% de brotacdes com formacéo de calos na base (Figura 1 — B), o
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qgue pode ter prejudicado o seu enraizamento, uma vez que se formaram raizes em
apenas uma pequena porcentagem (9,9%) de brotagcdes. A maioria das raizes
formou-se a partir do calo e ndo apresentou raizes secundarias (Figura 1 — C e D).
Contudo, em algumas raizes estavam presentes raizes secundarias e, neste caso,
proporcionaram um melhor desenvolvimento da parte aérea (Figura 1 — E).

Isso pode ter ocorrido devido ao balangco hormonal que se estabeleceu com os
niveis enddgenos de hormonios das brotacdes e 0 acréscimo ou néo de reguladores
de crescimento no meio nutritivo, culminando com a formacdo de calos, e ndo de
raizes. Semelhantemente, em explantes de cultivares de mirtilo (Vaccinium ashei
Reade cv. Delite’ e V. corymbosum L. cv. ‘Georgiagem’) enraizados em meio
nutritivo WPM contendo 7uM de AIB, também ocorreu intensa formacao de calos na
base das brotaces cultivadas em meios nutritivos contendo vermiculita (DAMIANI;
SCHUCH, 2009). Entretanto, diferentemente do que foi observado no presente
estudo, em porta-enxertos de macieira (Malus domestica), a inducdo do
enraizamento e o desenvolvimento das raizes adventicias em meio nutritvo MS
acrescido de 1mgL™ de AIB (4,92uM), combinado com vermiculita, foram
considerados eficientes (HOFFMANN et al., 2001). Esses resultados demonstram
que as auxinas podem auxiliar no enraizamento de propagulos de algumas
espécies, contudo, é necessario um balanco hormonal adequado nos tecidos, sendo
este especifico para cada espécie, genotipo e estado fisioldgico das plantas (DIAS et
al., 2012).
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Figura 1 — BrotagOes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert cultivadas em meio
nutritivo MS acrescido de vermiculita e independentemente das concentragcdes de
acido 3-indolbutirico - AIB (0; 5; 10 ou 20uM), aos 35 dias. Em A) Brota¢cdes no meio
nutritivo; em B) formacgé&o de calo na base de brotacédo; em C) e D) formacao de raiz
a partir de calos e em E) formacédo de raizes a partir de calo, mas com a presenca
de raizes secundarias. Barra = 1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

3.3.2 Aclimatizacao in vitro de brotacdes de Peltophorum dubium enraizadas em

meio nutritivo contendo AIB

Para a variavel sobrevivéncia das brotac6es houve efeito significativo dos
fatores principais concentracbes de AIB (p=0,0480) e do periodo de avaliacdo
(p=0,000). Os valores de acuracia seletiva obtidos, para todas as variaveis foram
altos ou muito altos, permitindo que se deposite confianca nos resultados
observados. Para as concentracoes de AIB foi observado um comportamento
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quadratico (Figura 2) da sobrevivéncia em relacdo as concentracdes de AIB nas
quais haviam sido cultivadas na fase de enraizamento, sendo que a medida que
aumentou a concentragdo da auxina ocorreram maiores porcentagens de
sobrevivéncia (em torno de 60,0%), provavelmente decorrentes da maior
porcentagem de brotagdes enraizadas oriundas desse tratamento. Quanto ao
periodo de avaliagdo, a maior porcentagem de sobrevivéncia foi observada aos sete
dias (Figura 4 — A a C), que diferiu daquelas observadas tanto aos 14 quanto aos 21
dias (Tabela 1), decorrentes, provavelmente, do esgotamento das reservas das
brotacBes que, sem raizes, ndo foram capazes de se nutrir com o avanco do periodo
de cultivo ocasionando baixas porcentagens de sobrevivéncia (inferiores a 20%). Na
aclimatizacdo de marmeleiro (Cydonia oblonga), foram obtidos 65,12% de
sobrevivéncia das plantas apos 30 dias em processo de aclimatizacdo, sendo que a
reducdo no numero de plantas sobreviventes ocorreu apds terem sido transferidas
da sala de crescimento para telado (ERIG; SCHUCH, 2004), o que nem chegou a
ser efetuado (a transferéncia) com as brotacbes de Peltophorum dubium, no

presente ensaio.
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Figura 2 — Sobrevivéncia média (%) de brotagbes de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert oriundas do enraizamento in vitro em meio nutritivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) acrescido de 30mL de vermiculita em fungdo das
diferentes concentracdes de &cido 3-indolbutirico (AIB) durante a fase de
aclimatizacao in vitro, ao longo de 21 dias de cultivo, em copos plasticos com
capacidade para 300mL, contendo 90mL de substrato (mistura de vermiculita e Mc
Plant® (1:1, v/v)) e 30mL de agua destilada. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.
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Para a variavel niumero de folhas houve efeito significativo do fator periodo de
avaliacdo (p=0,000), mas ocorreu, também, interacao significativa entre o periodo de
avaliacdo e o fator concentracdo de AIB em que as brotacbes foram cultivadas
anteriormente (p=0,0044). Aos sete dias foi observado um comportamento linear
decrescente (Figura 3) do numero de folhas em relacdo as concentracdes de AIB, ou
seja, na maior concentracdo utilizada foi obtido o menor niumero de folhas por
explante. Com o decorrer do cultivo, aos 14 e 21 dias, foi observado um
comportamento linear crescente, em que o numero de folhas aumentou com o
aumento nas concentragbes de AIB. No entanto, mesmo nas maiores
concentracdes, o numero de folhas por explante foi inferior ao observado no inicio
do cultivo, provavelmente resultante da ocorréncia de senescéncia das folhas

durante a aclimatizacao.

5 7 dias:y =-0,0511x+ 4,96; R* = 0,9833

14 dias: y = 0,0446x+ 1,21; R* = 0,0346

NUmero de folhas

21 dias: y = 0,0511x+0,09; R? = 0,8391
0 5 10 15 20
AIB (uM)

Figura 3 — Numero meédio de folhas em brotacbes de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert oriundas do enraizamento in vitro em meio nutritivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) acrescido de 30mL de vermiculita em funcdo da
interacdo entre as diferentes concentracdes de acido 3-indolbutirico (AIB) e os trés
periodos de cultivo, durante a fase de aclimatizacdo in vitro, em copos plasticos
com capacidade para 300mL, contendo 90mL de substrato (mistura de vermiculita e
Mc Plant (1:1, v/v)) e 30mL de 4gua destilada. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Para a porcentagem de folhas com sinais de senescéncia foi observado efeito
significativo somente do fator periodo de avaliacdo (p=0,000), sendo observada uma
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diminuicdo na porcentagem de folhas senescentes ao longo do periodo de
aclimatizacao (Tabela 1). Isso se deve ao fato de que as folhas que apresentavam
senescéncia por ocasido da primeira avaliacdo, aos sete dias, ja haviam caido e as
poucas que restaram ainda nao apresentavam sinais de senescéncia por serem

folhas mais jovens.

Tabela 1 — Porcentagem média de sobrevivéncia e de folhas com sinais de
senescéncia em brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert oriundas do
enraizamento in vitro em meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de
vermiculita, independentemente das concentraces de acido 3-indolbutirico - AIB (0,
5, 10 ou 20uM), em funcéo do periodo de cultivo, durante a fase de aclimatizacéo in
vitro, em copos plasticos com capacidade para 300mL, contendo 90mL de substrato
(mistura de vermiculita e Mc Plant® (1:1, v/v)) e 30mL de agua destilada . Santa
Maria, RS, UFSM, 2012.

Dias Sobrevivéncia (%) Folhas senescentes (%)

7 100,00 a* 55,56 c
14 83,75 b 25,86 b
21 18,75 c 5,12 a
Média 67,50 28,85

AS** 0,99 0,99

* médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acurécia

Seletiva) = Vi-(@/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS >0,9 = muito alta; AS entre 0,7 ¢ 0,9 = alta; AS
entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Uma das principais causas de redugdo na sobrevivéncia das plantas durante
0 processo de aclimatizacdo é a perda excessiva de agua pelas mudas que sao
produzidas in vitro. A remocdo das mudas das condi¢des in vitro para condi¢des
ex vitro provoca estresse hidrico, sendo necessario manter umidade alta e a
temperatura amena, pelo menos no inicio do processo, para que ocorram as
adaptacOes necessarias a sobrevivéncia. Mesmo com essas condi¢Oes supridas, as
plantas terdo que desenvolver, ainda, mecanismos de controle de transpiragéo e
condutancia estomética, ativar os mecanismos de controle de perda de agua pelas
células e aumentar a taxa fotossintética em condi¢bes de atmosfera mais rica, o que
nem sempre ocorre e pode ocasionar a perda das mudas (PUROHIT, 2002; ROCHA
et al., 2008; VARSHNEY; ANIS, 2012). Muitas vezes, ainda, as raizes formadas nao
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apresentam caracteristicas adequadas as funcdes de absor¢cdo o que determina,
também, entre outros fatores, a morte das mudas (ERIG; SCHUCH, 2004). No caso
de Peltophorum dubium, mesmo as brota¢cdes que né&o tinham sido enraizadas
in vitro foram transferidas para a fase de aclimatiza¢do no intuito de que a formagao
de raizes pudesse ocorrer concomitantemente a essa fase. Portanto, as baixas
porcentagens de plantas aclimatizadas e os indicios de pequeno desenvolvimento
das plantas sobreviventes (poucas folhas e ocorréncia de senescéncia) podem ser
atribuidas a auséncia de raizes nas brotacdes e, provavelmente, a qualidade do
sistema radicular formado quando havia raizes presentes, uma vez que, essa
caracteristica é determinante no sucesso do transplante das mudas para a fase de

aclimatizacao.

Figura 4 — Brotacfes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert oriundas do
enraizamento in vitro em meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de
vermiculita e diferentes concentracdes de acido 3-indolbutirico - AIB (0; 5; 10 ou
20uM) durante a fase de aclimatizacédo in vitro. Em A) brotacdes durante a fase de
aclimatizacao in vitro em copos plasticos vedados com uma lamina de polivinilcloreto
- PVC, aos 7 dias de cultivo; em B) brotacdo que sobreviveu durante a fase de
aclimatizacdo in vitro; e em C) brotacdo com sinais de senescéncia durante a
aclimatizacao in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.
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3.3.3 Efeito de diferentes meios nutritivos contendo AIB na rizogénese in vitro em

brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Para as variaveis sobrevivéncia, comprimento de raizes e numero de folhas
houve efeito significativo apenas do fator principal meio nutritivo (com valores de “p”
de 0,000; 0,0205 e 0,000 respectivamente). Os valores de acuracia seletiva obtidos
para a sobrevivéncia e numero de folhas foram muito altos e para o comprimento de
raizes foi alto, permitindo que seja depositada confianca nos resultados observados.
Para todas estas variaveis, o meio nutritvo WPM, com a concentracdo de sais
reduzida a metade (WPM/2) apresentou-se superior aos demais (Tabela 2). A
utilizacdo de WPM/2 promoveu incrementos satisfatorios nas taxas de sobrevivéncia,
comprimento de raizes e no numero de folhas nas brotacdes, indicando que sua
composicdo é adequada para o crescimento e desenvolvimento das brotacdes de
Peltophorum dubium e que, provavelmente, a reducéo na concentracédo de sais do
meio nutritivo e a manutencdo da concentracdo original de sacarose, fonte de
carbono, alterou a relacdo Carbono/Nitrogénio, favorecendo a rizogénese. Na
micropropagacao de amoreira-preta (Rubus sp.) e framboeseira (Rubus ideaus), a
utilizacdo do meio nutritvo WPM na composi¢cédo original de sais apresentou as
melhores médias (no entanto, superiores aquelas obtidas em Peltophorum dubium
no presente ensaio) para a porcentagem de formacéo de raizes (81,5%), nimero de
raizes (3,39) e comprimento de raizes (1,47 cm) quando comparado ao meio
nutritivo MS (com médias de 52,0%, 1,63 e 0,85 cm para as mesmas variaveis),
apos 30 dias de cultivo (LEITZKE et al., 2009).

Esses resultados observados podem ser considerados satisfatorios nesta fase
de cultivo in vitro, uma vez que € geralmente efetuada, na fase de enraizamento,
uma reducdo na composicdo de sais e vitaminas do meio nutritivo quando
comparada as demais fases do cultivo in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
A utilizacdo do meio WPM acarreta ainda, em redugcdo nos custos, além de
representar beneficios para a posterior aclimatizacdo das plantas micropropagadas,
ja que, na fase de aclimatizacdo, as condicbes Otimas de cultivo vao sendo
alteradas, para que a planta passe por um processo de rustificacdo e possa
sobreviver no ambiente ex vitro. Se as plantas enraizadas in vitro ndo forem

devidamente rustificadas, a sua sobrevivéncia, sob condigbes ex vitro, sera baixa,
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principalmente pelo desenvolvimento inadequado de ceras cuticulares e baixa
qualidade do sistema radicular (PUROHIT et al., 2002).

Tabela 2 — Médias de sobrevivéncia (%), comprimento de raizes (cm) e n° de folhas
em brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 30 dias de cultivo in
vitro, em funcéo de diferentes meios nutritivos, independentemente da presenca de
acido 3-indolbutirico - AlB, combinados com 30mL de vermiculita. Santa Maria, RS,
UFSM, 2012.

Meio Sobrevivéncia (%) Comprimento de raizes (cm) N° de folhas

MS 16,55 c* 0,00 b 0,95 c
MS/2 34,80 c 0,11 b 2,55 c
WPM 53,05 b 0,09 b 5,15 b
WPM/2 86,50 a 0,38 a 7,70 a
Média 47,72 0,15 4,09
AS** 0,97 0,84 0,97

* médias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-(/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito

alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Para a formacéo de raizes houve interacao entre os fatores meio nutritivo e
concentracdo de AIB (p=0,0316). A acuréacia seletiva estimada para a formacao de
raizes foi alta, o que indica que os resultados observados sdo confiaveis. Na
auséncia da auxina, os meios nutritivos avaliados nao diferiram entre si (Tabela 3), e
resultaram em porcentagens muito reduzidas de formacéo de raizes. Na presenca
de 10 uM AIB, o meio nutritivo que se mostrou superior em relacdo a formacgéo de
raizes foi o WPM/2, assim como também ocorreu em relacdo as variaveis
anteriormente apresentadas. Adicionalmente, este foi o Unico meio nutritivo que
diferiu quanto a utilizagdo ou ndo de AIB, apresentando resultados promissores
quanto a formacéo de raizes quando a auxina estava presente.

Em microestacas de carvalho (Quercus sp.) a utilizacdo do meio nutritivo
WPM/2 sem auxina também néo induziu a formacgéo de raizes. No entanto, a adicéo
de 14,76 uM de AIB resultou em 66,7 % de enraizamento em Q. glauca e 77,8% em
Q. leucotrichophora. Além disso, para as duas espécies o nhumero médio (3,7 e 4,6

respectivamente) e o comprimento médio de raizes (3,8 e 3,6 cm) também foram
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incrementados. Estes tratamentos, no entanto, também resultaram em formacao de
calos (PUROHIT et al., 2002).

Tabela 3 — Formacdo média de raizes (%) em brotac6es de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, aos 30 dias de cultivo in vitro, em funcéo de diferentes meios
nutritivos, independentemente da presenca de acido 3-indolbutirico - AIB,
combinados com 30mL de vermiculita. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Meio AIB (uUM)

nutritivo 0 10 Média (%)
MS 0,00 a* A 0,00 b A 0,00
MS/2 6,60 a A 3,30 b A 4,95
WPM 0,60 a A 13,30 b A 6,65
WPM/2 6,60 a B 36,30 a A 21,45
Média (%) 3,30 13,22 8,26
AS** 0,86

* médias seguidas de letras diferentes, minlsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. * AS (Acurécia Seletiva) = 1=Q/F) e que Fc= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.

Para a formacédo de calos, em Peltophorum dubium, ndo foi observado efeito
significativo dos fatores principais meio nutritivo (p=0,5087) e AIB (p=0,2008),
tampouco houve interacdo (p=0,8644) entre estes fatores. Foi obtida uma média
geral de apenas 2,9% de formacao de calos na base das brotac¢des, indicando que,
independente do meio nutritivo utilizado e da presenca ou auséncia de AIB, a
formacdo de calos, nessas condigbes, mantém-se baixa. Calos séo massas de
células ndo-organizadas, em crescimento desordenado e irregularmente
diferenciados e, a sua presencga na base das brotacbes, pode afetar negativamente
a rizogénese (SCHMILDT et al., 2010). Portanto, tratando-se da fase de
enraizamento in vitro em um estudo cujo objetivo é a producdo de mudas
micropropagadas, o resultado observado pode ser considerado satisfatorio, uma vez
que raizes formadas a partir de calos, geralmente surgem pela rediferenciacdo das
células do calo e raramente possuem conexfes vasculares com a parte aérea,

comprometendo, assim, o posterior desenvolvimento da muda.
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3.3.4 Efeito do meio nutritivo WPM/2 com AIB na rizogénese in vitro em brotacdes

de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Em todas as variaveis analisadas houve efeito significativo do fator principal
concentracdo de AIB (Tabela 4), porém também foi observado efeito significativo do
fator dias de cultivo sobre o comprimento das raizes, conforme sera apresentado
posteriormente. Por outro lado, ndo foi observada interacdo significativa entre os
fatores estudados, o que demonstra que o emprego da auxina ndo € influenciado
pelo periodo de cultivo in vitro. Foram obtidos valores muito altos ou altos de
acuracia seletiva, indicando que a precisdo do experimento foi adequada e que o0s
resultados observados sé@o confiaveis.

Para as variaveis formacao de raizes (p=0,0031), comprimento de raizes
(p=0,0059) e formacédo de raizes secundarias (p=0,0525), a utilizacdo de AIB no
meio nutritivo, independentemente da concentracdo (10 ou 20 pM), foi superior
quando comparada a auséncia da auxina (Figura 5). Na auséncia de auxina nao
ocorreu formacado de raizes enquanto que, com a sua utilizacdo, foram obtidas até
25,93% de brotacBes com raizes na menor concentracdo utilizada, indicando que a
presenca de AIB, nas condicGes do presente ensaio, € necessaria para gue ocorra a
formacdo e o desenvolvimento in vitro de raizes em brotagbes de Peltophorum
dubium, conforme foi evidenciado pelos incrementos no comprimento de raizes e
pela presengca de raizes secundarias com o aumento nas concentracdes do
regulador de crescimento. Os efeitos estimulantes do AIB sobre o desenvolvimento
radicular podem ser devidos a varios fatores, como sua captacdo preferencial,
transporte e estabilidade em relacdo a outras auxinas e subsequente ativacéo
génica (LUDWIG-MULLER, 2000).

Semelhantemente, no enraizamento in vitro de genotipos de jenipapeiro
(Genipa americana) também n&o houve formacao de raizes na auséncia de AIB e a
utilizacao de 9,8 UM da auxina resultou nas maiores porcentagens de enraizamento
observadas, independentemente do genotipo, sendo obtidos valores de 43,3% e
70,0%, comprimento de raizes variando de 2 a 3,5 cm e até 70% de brotagdes com
raizes adventicias em um dos genoétipos avaliados (ROCHA et al.,, 2008). Em

brotagcbes de marmeleiro (Cydonia oblonga), a maior média de enraizamento
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(24,15%) também foi obtida com a utilizagdo de 10 uM de AIB, comparativamente a
utilizagéo das auxinas ANA e AIA nas mesmas concentragdes, e com 0 comprimento
das raizes chegando a 2,73 cm. No entanto, na auséncia de suplementacdo com
auxina, neste caso, foi obtido 0,14% de enraizamento, o que foi atribuido ao
acumulo de auxinas endogenas provenientes das folhas ou gemas. Tal acumulo
resulta em aumento na atividade metabdlica do tecido e, consequentemente, na
formacéao de raizes (ERIG; SCHUCH, 2004).

Tabela 4 — Médias de formacdo de raizes (%), comprimento de raizes (cm),
presenca de raizes secundarias (%) e formacdo de calos (%) em brotacdes de
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, ao longo de 60 dias de cultivo, em meio
nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragdo de sais foi reduzida a
metade (WPM/2), em funcdo das concentracdes de acido 3-indolbutirico - AIB (0, 10
ou 20 pM) acrescidas ao meio e combinadas com 30mL de vermiculita. Santa Maria,
RS, UFSM, 2012.

AIB (M) Form. deraiz (%) Comprim. raiz (cm) Raizes sec. (%) Calos (%)

0 0,00 b* 0,00 b 0,00 b 56,31 a
10 25,93 a 1,10 a 9,43 a 90,29 b
20 20,30 a 0,88 a 12,69 a 87,07 b
Média 15,67 0,67 7,42 78,02
AS** 0,92 0,91 0,83 0,87

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-(7/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.
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Figura 5 — Brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, ao longo de 60
dias de cultivo, em meio nutritivo WPM (‘Wood Plant Medium’) com a concentragao
de sais reduzida a metade (WPM/2), acrescido de diferentes concentracdes de acido
3-indolbutirico - AIB (0; 10 ou 20 uM) e combinados com 30mL de vermiculita. Em A)
brotacdo com formacdo de calo na base, cultivada na auséncia da auxina; em B)
brotagdo com pequena formagéo de calo na base e emisséo de raiz desprovida de
raizes secundarias, cultivada em meio contendo 10 uM de AIB; em C) brotacéo
enraizada sem formacgéo de calos e com presenca de raizes secundarias, cultivada
em meio contendo 10 uM de AIB; e em D) brotacdo enraizada com intensa formacéao
de calos na base e presenca de raizes secundarias, cultivada em meio contendo 20
MM de AIB. Barra = 1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

No que se refere a formacao de calos na base das brotacdes, diferentemente
do que foi observado para as demais variaveis avaliadas, a auséncia de auxina no
meio nutritivo foi a condicdo que proporcionou os melhores resultados, sendo
obtidas porcentagens menores de calogénese nessa condicdo. No entanto, os
valores obtidos ainda foram bastante elevados (superiores a 50%). No enraizamento
in vitro de marmeleiro (Cydonia oblonga) a maior intensidade de calos também foi
observada na presenca de auxinas, em concentra¢cdes acima de 5 pM, enquanto
que, na sua auséncia nao ocorreu a formacdo destas estruturas, 0 que € mais
desejavel nesta fase do cultivo in vitro, ja que a formacdo de calos na base das
brotacbes pode afetar a qualidade das raizes, principalmente no que se refere a
conexdo vascular (ERIG; SCHUCH, 2004). Contudo, no enraizamento in vitro de
jenipapeiro (Genipa americana) foi observada formacdo de calos na maior parte dos
tratamentos testados e 0s mesmos pareceram nao ter prejudicado a rizogénese, que
atingiu valores de até 70% (ROCHA et al., 2008). Em segmentos de caule de
Arabidopsis thaliana tratados com AIB, a inducdo de raizes adventicias foi sempre

precedida por formacdo de calo (0 que ndo ocorreu na auséncia de auxina) e as
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raizes adventicias claramente surgiram a partir do cambio, que, inicialmente,
desdiferenciou-se para formar calo, seguido pela formagcdo de raizes que, apés
alongadas e formadas zonas adicionais de calo, deram origem a formacéo de novas
raizes adventicias (LUDWIG-MULLER et al., 2005).

Para a variavel comprimento de raizes houve, adicionalmente, efeito
significativo do fator principal dias de cultivo (p=0,0297, AS=0,89). Nos primeiros 30
dias ja havia ocorrido a emisséo de raizes, com comprimento de até 0,38cm, mas foi
necessario um periodo suplementar de 30 dias de cultivo para que ocorresse 0
desenvolvimento dessas raizes, as quais atingiram 1cm de comprimento, aos 60
dias. Em cultivares de bananeira (Musa spp) o comprimento de raizes também foi
incrementado (atingindo até 6,0 cm) com o0 aumento da permanéncia no meio de
cultivo, ao longo de 28 dias. No entanto, o nimero de raizes, no final do periodo de
cultivo, diferiu somente daquele observado aos 7 dias de cultivo in vitro. Dessa
forma, pode-se inferir, que apds a fase de inducéo dos primérdios radiculares ndo ha
mais emissdo de raizes, mas sim 0 seu crescimento e/ou alongamento (COSTA et
al., 2008). Raizes mais curtas, em geral, sdo mais adequadas por apresentarem-se
em fase de crescimento ativo, facilitando a sobrevivéncia das mudas no momento da
aclimatizacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Além disso, a maior
permanéncia das plantas em meio nutritivo, a fim de desenvolver melhor o sistema
radicular, pode proporcionar um rapido envelhecimento das raizes, tornando-as
menos funcionais (COSTA et al., 2008).

Em virtude desses aspectos e da maioria das caracteristicas relacionadas a
formacao de raizes, exceto o comprimento de raizes, ndo ter apresentado diferenca
significativa aos 30 e 60 dias de cultivo, ndo é necesséria a manutencdo das
brotacbes de Peltophorum dubium na fase de enraizamento por um periodo
adicional de 30 dias. No entanto, estudos adicionais devem ser realizados buscando
otimizar a formacao de raizes e determinar as melhores condi¢cdes para a formacgao

de um sistema radicular de qualidade em brotacdes de Peltophorum dubium.
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3.3.5 Efeito de sacarose, AIB e agar na rizogénese in vitro em brotacbes de

Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

No presente ensaio, as estimativas de acuracia seletiva, estatistica utilizada
no presente estudo para avaliar a precisédo dos ensaios realizados, foram altas ou
muito altas, tanto para as avaliagdes realizadas aos 30 como aos 60 dias permitindo
gue se deposite confian¢a nos resultados obtidos.

Em relacdo as avaliacbes efetuadas aos 30 dias de cultivo, para a variavel
sobrevivéncia houve efeito significativo do fator principal auséncia ou presenca de
AIB (p=0,0074) e, também, das interacfes duplas entre os fatores concentracédo de
sacarose e auséncia/presenca de AIB (p=0,0196) e, também, concentracbes de
sacarose e auséncia/presenca de agar (p=0,0191). Na auséncia de AIB foram
obtidas as melhores médias para a sobrevivéncia (98,11%), as quais diferiram em
relacdo a utilizacao de 10 uM da auxina (91%).

Na auséncia de AIB, ndo houve diferencas significativas na sobrevivéncia em
funcdo das concentracOes de sacarose (Tabela 5), enquanto que, com a utilizacao
de 10 uM da auxina, o acréscimo desta fonte de carboidratos no meio nutritivo,
independentemente da concentracdo utilizada (15 ou 30g L™), aumentou a
sobrevivéncia das brotacbes comparada aquela observada na sua auséncia. No
entanto, na auséncia de sacarose e de AIB foram obtidos 100% de sobrevivéncia,
resultado significativamente superior aquele obtido na auséncia de sacarose quando
a auxina estava presente (Tabela 5). Este resultado indica que ha necessidade de
uma fonte externa de carboidratos para suprir o gasto energético das brotacdes
nesta fase do cultivo in vitro quando a auxina € adicionada ao meio nutritivo.

Ainda em relagdo as concentracbes de sacarose, a sobrevivéncia das
brotacdes foi comprometida na sua auséncia combinada a auséncia simultanea de
agar; nessa condicdo o desempenho foi inferior comparado as demais
concentracbes de sacarose na auséncia deste agente gelificante (Tabela 6). Na
presenca de 7g L™ de &gar, independente da auséncia ou presenca, nas duas
concentracdes avaliadas (15 ou 30g L™) de sacarose, ndo houve diferenca
significativa na sobrevivéncia das brotacdes. Isso pode ser decorrente do fato de
gue, no meio nutritivo sem &gar, a disponibilidade de nutrientes € maior do que

guando o agente gelificante esta presente, sendo necessario, também, um maior



60

suprimento de carboidratos. Esses resultados tém implicagdes no custo do meio
nutritivo, uma vez que o emprego de sacarose, mesmo na concentracdo minima
testada (159 L™), pode dispensar o uso de &gar sem prejuizo & sobrevivéncia das

brotagdes de Peltophorum dubium na fase de enraizamento in vitro.

Tabela 5 — Sobrevivéncia média (%) de brotagcbes de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, aos 30 dias de cultivo, em meio nutritivo WPM cuja
concentracéo de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em funcéo da interacdo entre
concentracfes de sacarose e de acido 3-indolbutirico (AIB), independentemente da
auséncia ou presenca de agar (0 ou 7 g L), acrescidos ao meio e combinados com
30mL de vermiculita. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Sacarose AIB (UM) Média
(gL 0 10 (%)
0 100,00 a* A 83,00 b B 91,80
15 9691 a A 96,60 a A 96,76
30 97,17 a A 9433 a A 95,75
Média (%) 98,11 91,00 94,65
AS** 0,87

* médias seguidas de letras diferentes, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = Y1~/ F€) "em que Fe= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.
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Tabela 6 — Sobrevivéncia média (%) de brotacdes de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, aos 30 dias de cultivo, em meio nutritivo (‘Wood Plant Medium’ -
WPM) cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em funcdo da
interacdo entre concentracfes de sacarose e da auséncia ou presenca de acido 3-
indolbutirico - AIB (0 ou 10 pM) adicionado ao meio e combinados com 30mL de
vermiculita. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Sacarose Agar (g L™

(gL 0 7 Média (%)
0 85,83 b B 97,38 a A 91,80
15 100,00 a A 93,20 a A 96,76
30 94,33 a A 97,17 a A 95,75
Média (%) 93,20 96,11 94,65
AS** 0,87

* médias seguidas de letras diferentes, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = vi-@/ FC), em que Fc= valor de F
calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.

Para a formacdo de raizes e a porcentagem de folhas senescentes houve
efeito significativo das concentracbes de sacarose (p=0,0058 e p=0,0383
respectivamente), sendo observadas respostas opostas para as duas variaveis
(Tabela 7). Enquanto a maior porcentagem de formacdo de raizes ocorreu na
auséncia do carboidrato, a menor meédia de folhas com sinais de senescéncia foi
observada na maior concentracéo testada de sacarose. A auséncia de uma fonte de
carbono externa pode ter estimulado as células a desenvolverem mecanismos para
suprir suas necessidades nutricionais, culminando com a formacdo de raizes, que
irdo cumprir essa funcédo. Por outro lado, a presenca de uma fonte externa de
carboidratos no meio inibiu a sintese de clorofila e, portanto, reduziu a capacidade

fotossintética das brotacdes, aumentando o numero de folhas senescentes.
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Tabela 7 — Médias de porcentagem de formacéao raizes e de folhas com sinais de
senescéncia em brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 30 dias
de cultivo, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragcéo de sais
foi reduzida a metade (WPM/2), em funcdo das concentracbes de sacarose
adicionadas ao meio e combinadas com 30mL de vermiculita, independentemente
da presenca ou auséncia de agar (0 ou 7 g L") e de &cido 3-indolbutirico - AIB (0 ou
10 pM). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Sacarose

GLY Formacao de raizes (%) Folhas senescentes (%)
0 37,04 a* 17,77 b
15 18,86 b 20,54 b
30 12,37 b 11,49 a
Média (%) 23,13 16,45

AS** 0,90 0,84

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acurécia Seletiva) = V1-@/Fe) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Para a variavel numero de raizes foi observado efeito significativo, também,
do fator auséncia ou presenca de AIB (p=0,0060), sendo que a utilizacdo de 10 uM
de AIB resultou em maior média de rizogénese (Tabela 8) (Figura 6), apesar do
namero de raizes formadas ainda ter sido baixo.

Igualmente, para a formacédo de calos e para o numero de folhas por explante
houve efeito significativo do fator principal auséncia ou presenca de AIB (com
valores de p=0,041 e 0,0129 respectivamente). Para ambas as variaveis, a auséncia
da auxina foi superior, acarretando em menores porcentagens de formacéo de calos
(Figura 6) e maior numero de folhas por explante (Tabela 8). Com o acréscimo da
auxina no meio nutritivo, o balango hormonal das células foi alterado de maneira que
a interacdo da auxina com o0s niveis endégenos de citocininas culminou com a
formacédo de calos e comprometeu o desenvolvimento, também, da parte aérea. A
formacéo tanto de raizes, como de parte aérea e calos € regulada pela interacao
destas duas classes de reguladores de crescimento, sendo que, quando as auxinas
estao presentes em igual ou maior propor¢ao do que as citocininas desencadeiam a
formacdo de calos e de raizes respectivamente, conforme preconiza a teoria do
balanco hormonal (SKOOG; MILLER, 1957).
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Ainda para o numero de folhas por explante foi observado efeito significativo
do fator auséncia ou presenca de agar (p=0,0136). Na auséncia de agar foram
obtidas 4,38 folhas por explante enquanto que, na sua presenca, essa média foi
inferior (3,81 folhas por explante), indicando que a presenca do agente gelificante no
meio nutritivo pode ter interferido na disponibilidade de agua, nutrientes e, até

mesmo, de hormoénios para as brotacdes.

Tabela 8 — Médias de numero de raizes, formacéo de calos (%) e numero de folhas
por explante em brotacées de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 30 dias
de cultivo in vitro, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragao
de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em funcdo da auséncia ou presenca de
acido 3-indolbutirico (AIB) combinadas a 30mL de vermiculita no meio,
independentemente das concentracdes de sacarose (0; 15 ou 30 g L™) e auséncia
ou presenca de agar (0 ou 7 g L™). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

AIB (M) N° de raizes Calos (%) N° folhas por explante
0 0,36 b 55,22 a 4,37 a
10 1,04 a 79,23 b 3,80 b
Média 0,69 66,88 4,09

AS** 0,94 0,94 0,92

* médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-(/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito

alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Para o comprimento de raizes e presenca de raizes secundéarias nado foi
observado efeito significativo de nenhum dos fatores testados, tampouco houve
interacdo entre os fatores. Foi observado um comprimento médio das raizes
formadas de 0,70cm e presenca de raizes secundarias em apenas 8,48% das
brotacdes. Resultados obtidos em outros experimentos (dados ndao apresentados)
sugerem que, talvez, seja necessario um periodo maior que o de 30 dias de cultivo,

para que ocorra o desenvolvimento das raizes e a emissao de raizes secundarias.
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Figura 6 — BrotacGes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 30 dias de
cultivo in vitro, em meio nutritivo (‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragao de
sais foi reduzida a metade (WPM/2). Em A) brotacdo cultivada em meio sem adicao
de &cido 3-indolbutirico - AIB, sacarose ou agar; em B) brotagéo cultivada em meio
sem adicdo de AIB e de sacarose, com 7 g L™ de &gar; em C) brotacéo cultivada em
meio sem adicdo de AIB, mas com 15 g L™ de sacarose, na auséncia de agar; em D)
brotacéo cultivada em meio com 10 uM de AIB, sem adicdo de sacarose e de agar;
em E) brotacdo cultivada em meio com 10 uM de AIB, sem adicdo de sacarose e
com 7 g L*de &gar; e em F) brotacéo cultivada em meio com 10 pM de AIB, 15gL"
! de sacarose e 7 g L™ de 4gar. Barra = 1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Por ocasido das avaliagbes realizadas aos 60 dias de cultivo, para as
varidveis sobrevivéncia, formacao de calos e numero de folhas por explante houve
efeito significativo do fator principal auséncia ou presenca de AIB (com valores de
“p” iguais a 0,0393; 0,000 e 0,0028 respectivamente), sendo que a auséncia do
fitorregulador foi mais favoravel para todas as variaveis-resposta avaliadas (Tabela
9), semelhantemente ao que foi observado aos 30 dias de cultivo, resultando em
mais de 90,0% de sobrevivéncia das brotacées e mais de 4 folhas por brotacdo. A
formacdo de calos ainda ocorreu, no entanto, parece nao ter comprometido o
desenvolvimento das brotagdes, de maneira semelhante ao que foi observado na

micropropagacao de Arabidopsis thaliana, em que concentracbes de AIB até 10uM
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induziram a formacado de raizes adventicias (em até 95% das brotacfes), sempre
precedidas pela formacéo de calos, os quais ndo comprometeram a rizogénese. No
entanto, na auséncia da auxina estas estruturas ndo foram visiveis, bem como néo
houve formagéo de raizes (LUDWIG-MULLER et al., 2005).

Tabela 9 — Médias de sobrevivéncia (%), formacao de calos (%) e numero de folhas
por explante em brotacdes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 60 dias
de cultivo in vitro, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragao
de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em funcdo da auséncia ou presenca de
acido 3-indolbutirico (AIB) combinadas a 30mL de vermiculita no meio,
independentemente das concentracdes de sacarose (0; 15 ou 30 g L) e da
auséncia ou presenca de agar (0 ou 7 g L™). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

AIB (UM) Sobrevivéncia (%) Calos (%) N° folhas/explante
0 90,67 a* 33,94 a 4,57 a
10 75,29 b 65,41 b 331 b
Média (%) 83,20 49,23 3,96
AS** 0,88 0,97 0,95

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo

teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-@/Fe) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito

alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Para a formacdo de raizes e a presenca de raizes secundarias em
Peltophorum dubium houve efeito significativo do fator principal auséncia ou
presenca de agar (com valores de “p” iguais a 0,0254 e 0,0071 respectivamente)
(Tabela 10), sendo que a presenca do agente geleificante foi favoravel para essas
variaveis, as quais apresentaram médias mais satisfatorias e superiores aquelas
observadas por ocasidao da avaliacdo realizada aos 30 dias de cultivo. Houve
formacdo de raizes em mais de 40% das brotacdes e, aproximadamente, metade
delas tinham raizes secundarias presentes. No entanto, para 0 numero de raizes
nao houve efeito significativo de nenhum dos fatores testados, sendo obtida uma
média geral de 1,04 raizes por brotagdo, a qual ainda ndo pode ser considerada
satisfatoria. Para ilustrar, em mamoeiro (Caryca papaya), o0 nimero medio de raizes
foi muito préximo nas concentracdes 0, 15 e 30 g L™ de sacarose, com valores de

3,35; 2,87 e 2,75 raizes por brotacdo aos 35 dias de cultivo em meio nutritivo MS
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(SCHMILDT et al., 2007). As diferencas na capacidade de formar raizes adventicias
tém sido atribuidas as diferencas no metabolismo da auxina, que envolvem a
conjugacao do AIB e seus inibidores, além de diferencas no transporte e absorgcao
da auxina (LUDWIG-MULLER et al., 2005).

Tabela 10 — Médias de porcentagem de formacéo de raizes e de raizes secundarias
em brotagbes de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, aos 60 dias de cultivo in
vitro, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentracédo de sais foi
reduzida a metade (WPM/2), em funcéo da auséncia ou presenca de agar (Oou 7 g
L") acrescido ao meio nutritivo, combinadas com 30mL de vermiculita,
independentemente das concentracdes de sacarose (0, 15 ou 30 g L) e da
auséncia ou presenca de &cido 3-indolbutirico - AIB (0 ou 10pM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2012.

Agar (g L™ Formacéo de Raizes (%) Raizes Secundarias (%)
0 28,30 b* 12,26 b
7 44,43 a 27,40 a
Média (%) 36,36 19,80
AS** 0,90 0,96

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-(7/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Ainda no que diz respeito a formacao de raizes secundarias (%), houve efeito
significativo, também, das concentracbes de sacarose (p= 0,000), assim como
ocorreu para a porcentagem de folhas com sinais de senescéncia (p=0,0630)
(Tabela 11). A emissédo de raizes secundarias ocorreu de maneira mais satisfatéria
na auséncia de sacarose no meio nutritivo. No entanto, essa condi¢cdo também foi a
mais favoravel para a presenca de folhas com senescéncia. Na micropropagacao
de mamoeiro (Caryca papaya), nha auséncia de sacarose, as folhas das brotacdes,
também, apresentaram-se aclorofiladas evidenciando a necessidade da adigdo de
sacarose no meio de cultivo in vitro na fase de enraizamento (SCHMILDT et al.,
2007). Isso ocorre, em geral, porque a formacao de raizes requer energia, oriunda
da fotossintese ou de outra fonte. Uma fonte exdgena de carboidratos €, na maioria

das vezes, indispensavel a rizogénese in vitro, sendo que adicbes de sacarose no
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meio nutritivo em concentragdes inferiores a 20 g L podem causar clorose
generalizada na cultura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Um maior conteudo
de sacarose no meio nutritivo corresponde a maior concentracao de carboidratos (ou
de reservas) no tecido foliar. Em consequéncia, as folhas tém capacidade de

permanecer mais tempo na planta (CALVETE et al., 2002).

Tabela 11 — Médias de porcentagem de formacéo de raizes secundarias e de folhas
com sinais de senescéncia em brotagbes de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, aos 60 dias de cultivo in vitro, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’
(WPM) cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em funcéo das
concentracbes de sacarose acrescidas ao meio, combinadas com 30mL de
vermiculita, independentemente da auséncia ou presenca ou de agar (Oou7gL™) e
da auséncia ou presenca de &cido 3-indolbutirico - AIB (0 ou 10 uM). Santa Maria,
RS, UFSM, 2012.

Sacarose (g L™) Raizes Secundéarias (%) Folhas com Senescéncia (%)
0 38,36 a* 22,88 b
15 11,00 b 23,63 b
30 8,25 b 14,22 a
Média (%) 19,80 20,14

AS** 0,96 0,81

* médias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-(@/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito

alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Para a o comprimento de raizes houve interacdo (p= 0,0061) entre os fatores
auséncia ou presenca de AIB e as concentracdes de sacarose (Tabela 12), sendo
que o melhor resultado foi obtido na auséncia de sacarose e de AIB, com raizes
apresentando comprimento superior a 3 cm. Esse valor € proximo daquele que vem
sendo obtido, por exemplo, no enraizamento in vitro de porta-enxertos de macieira
(Malus pumila) também em meios nutritivo MS/2 combinado com vermiculita (com
raizes medindo 3,4 cm), acrescido de sacarose e 1 mg L™ de AIA. No entanto, foi
inferior aquele observado no mesmo estudo, no mesmo meio nutritivo acrescido de
agar (5,7 cm). Embora as raizes formadas na presengca de agar tenham sido

maiores, estavam desprovidas de pelos absorventes, sendo ineficientes apos o
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transplante para um suporte aerado, causando perda de vigor das plantas em casa
de vegetacdo (VIEIRA et al., 2007). No enraizamento in vitro de morangueiro
(Fragaria x ananassa), em meio MS desprovido de auxina, niveis crescentes de
sacarose resultaram em aumento da biomassa radicular, provavelmente em
decorréncia de maior numero e comprimento de raizes, sendo que, na auséncia da
fonte externa de carboidrato, ndo houve formacao de raizes (CALVETE et al., 2002),
indicando que as plantas, a depender tanto do gendtipo como da espécie, quando
cultivadas in vitro, requerem suprimentos energéticos e de fitorreguladores

diferenciados durante a fase de enraizamento.

Tabela 12 — Comprimento médio de raizes (cm) em brotacdes de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert, aos 60 dias de cultivo in vitro, em meio nutritivo ‘Wood
Plant Medium’ (WPM) cuja concentragao de sais foi reduzida a metade (WPM/2), em
funcdo das concentragOes de sacarose, acrescidas ao meio, combinadas com 30mL
de vermiculita, independentemente da auséncia ou presenca de dgar O ou 7 gL™) e
em funcdo da presenca ou auséncia de &cido 3-indolbutirico (O ou 10uM de AIB).
Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Sacarose (g L™) 0 uM de AIB 10 pM de AIB Média (cm)
0 3,78 a* A 0,81 b B 2,36
15 1,11 b A 3,00 a A 2,01
30 1,66 b A 041 b A 1,03
Média (cm) 2,26 1,31 1,8
AS** 0,9

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = V1-@/Fe) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

De maneira geral, analisando-se os resultados obtidos por ocasido das duas
avaliagbes realizadas durante a fase de enraizamento in vitro de Peltophorum
dubium, os resultados obtidos até os 30 dias de cultivo ja podem ser considerados
satisfatérios e indicaram, inicialmente, que a utilizacdo de AIB e de sacarose é
dispensavel para a formacao de raizes in vitro em Peltophorum dubium quando se
utiliza o meio nutritivo WPM/2 combinado com vermiculita e 7 g L™ de agar. Aos 60

dias, esses resultados se confirmaram, uma vez que, em ambas as avaliacOes,
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nessa condicdo, a sobrevivéncia das brotacdes foi satisfatéria, as porcentagens de
formacao de raizes foram incrementadas em relacdo ao que vinha sendo obtido em
ensaios anteriores e as demais variaveis indicaram que ha desenvolvimento das
brotacdes. As porcentagens de formacdo de calos foram bastante elevadas; no
entanto, essas estruturas parecem nao ter prejudicado o desenvolvimento das
mudas micropropagadas ja que, na sua maioria, precederam a formacao de raizes.
Aos 30 dias foram observadas baixas porcentagens de brotacdes enraizadas com
presenca de raizes secundarias, as quais sao de extrema importancia para que se
obtenha sucesso no enraizamento. No entanto, aos 60 dias os resultados obtidos
para essa variavel foram mais promissores e pelo que se p6de observar estiveram
associados a plantas com parte aérea mais vigorosa.

O fato do uso da sacarose ser dispensavel nessa fase de cultivo, sem
prejuizo a qualidade do sistema radicular formado, é bastante promissor, uma vez
que a eliminacdo da sacarose no meio nutritivo, além de reduzir os riscos de
contaminacdo microbiana, também melhora as caracteristicas fisiologicas das
plantas (DAMIANI; SCHUCH, 2009). Além disso, a transicdo do meio heterotrofico
para o autotréfico € uma das etapas mais criticas na micropropagac¢do da maioria
das espécies vegetais e, as altas taxas de sobrevivéncia, obtidas em plantas
aclimatizadas, dependem do correto tratamento providenciado durante o processo
da transicao das plantas da condic&o in vitro para ex vitro (CALVETE et al., 2002), o
qual inclui a reducao nos sais dos meios nutritivos e da fonte externa de carbono.

De acordo com a capacidade fotossintética, as plantas cultivadas em meio
asséptico sdo agrupadas em duas classes. Na primeira, estdo as plantas
heterotréficas ou mixotréficas, nas quais séo classificadas as plantas cujas folhas
formadas ndo desenvolvem capacidade fotossintética se crescerem em meio
contendo sacarose. Na segunda, encontram-se aquelas plantas adaptadas a
condi¢cdes autotroficas in vitro e que, apesar das condi¢des artificiais de cultivo,
podem apresentar uma significativa taxa fotossintética (GROUT, 1988), o que
parece ser o caso de Peltophorum dubium. No entanto, estudos adicionais e mais
aprofundados devem ser realizados para comprovar a capacidade fotossintética das
mudas micropropagadas de Peltophorum dubium, pois mesmo quando a sacarose
ndo foi adicionada ao meio nutritivo houve a formacdo de raizes, o que requer

energia que oriunda da fotossintese, haja vista que néo havia carbono exdgeno.
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3.3.6 Aclimatizacdo in vitro de brotacdes de Peltophorum dubium enraizadas em

meio nutritivo contendo diferentes concentracdes de sacarose, AlB e agar

Para todas as variaveis avaliadas (sobrevivéncia, numero de folhas e numero
de folhas senescentes) houve efeito significativo para ambos os fatores isolados,
tratamentos, dos quais as brotagdes foram originarias (com valores de “p”= 0, 000;
0,000 e 0,0149 respectivamente) e dias de cultivo (todos com valores de “p”= 0,
000). Foram obtidos valores muito altos ou altos de acuracia seletiva (0,96; 0,95 e
0,74), permitindo que se deposite confian¢a nos resultados observados.

O tratamento que apresentou os melhores resultados, para todas as variaveis
avaliadas foi aquele em que a auxina e a sacarose estavam ausentes, sendo
utilizado somente o agente geleificante no meio nutritivo combinado com vermiculita
(Tabela 13 - tratamento n°2), ratificando os resultados obtidos na fase de
enraizamento in vitro. Neste tratamento foram obtidas a maior porcentagem de
sobrevivéncia (acima de 70%) aliada ao maior numero de folhas (superior a 5 folhas
por brotacdo) e a menor porcentagem de senescéncia foliar (inferior a 20%). Nos
tratamentos em que a auxina esteve presente, de maneira geral, foram obtidas as
menores porcentagens de sobrevivéncia, as quais diferiram significativamente dos
tratamentos em que nédo foi utilizado AIB, além do numero de folhas ser mais
reduzido. No entanto, em alguns casos, para a porcentagem de folhas com
senescéncia, estes tratamentos nao diferiram do tratamento 2, que combinou 0s

melhores resultados para todas as variaveis.



71

Tabela 13 — Médias de porcentagem de sobrevivéncia, numero de folhas e
porcentagem de folhas com sinais de senescéncia em mudas de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert oriundas da fase de enraizamento in vitro, em meio
nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragdo de sais foi reduzida a
metade (WPM/2), em funcéo dos tratamentos que consistiram de combinacdes entre
auséncia ou presenca de acido indolbutirico (AIB), diferentes concentracbes de
sacarose (Sac) e da auséncia ou presenca de agar, apos 56 dias de aclimatizagéo in
vitro em mistura de substrato McPlant®, Classe “F” (composto de casca de pinus,
corretivo de acidez, fertilizantes minerais e vermiculita) e Vermiculita (1:1, v/v). Santa
Maria, RS, UFSM, 2012.

Trat. AIB(uM) Sac(gL™) Agar(gL™ Sobreviv (%) Ne folhas Senescéncia (%)
1 0 0 0 59,37 b 480 a 2418 b
2 0 0 7 77,70 a 518 a 18,37 a
3 0 15 0 87,50 a 500 a 28,44 b
4 0 15 7 57,50 b 3,70 b 2526 b
5 0 30 0 79,17 a 408 b 312 b
6 0 30 7 75,00 a 409 b 32,73 b
7 10 0 0 9,37 d 1,06 c 22,08 a
8 10 0 7 37,50 ¢ 221 c 17,16 a
9 10 15 0 25,00 d 1,17 ¢ 16,12 a
10 10 15 7 48,00 c 332 b 2981 b
12 10 30 7 56,25 b 3,03 b 20,37 a

Média 58,6 3,67 23,6

AS 0,96 0,95 0,74

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo

teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = v1-@/Fc) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito

alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Em relagdo aos dias de cultivo, para todas as variaveis, foi observado
decréscimo ao longo do periodo de aclimatizacao (Figura 7). Para a sobrevivéncia e
a porcentagem de folhas com sinais de senescéncia foi observado um
comportamento linear decrescente em que, no final do periodo de aclimatizagédo, em
torno de 50% das mudas micropropagadas sobreviveram e ndo mais apresentaram
folhas com sinais de senescéncia. Esse resultado permite inferir que, aquelas folhas
senescentes no inicio do periodo de aclimatizacdo, ja haviam caido e foram,
gradualmente, sendo substituidas por folhas novas, ja que o namero de folhas
mostrou-se mais estavel a partir dos 30 dias de aclimatizacdo e com uma leve

tendéncia a aumentar. Permite inferir ainda que, provavelmente, as plantas que
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sobreviveram, foram somente aquelas em que estavam presentes raizes
secundarias na fase de enraizamento in vitro, jA que estas estruturas € que séo
responsaveis pela captacdo de agua e nutrientes para a sustentacao da planta.

Essa diminuicdo na sobrevivéncia das plantas € bastante frequente nessa
fase do cultivo, pois a sobrevivéncia da planta, seu crescimento e sua produtividade
estdo intimamente associados ao ambiente aéreo, por meio de processos como a
troca de energia, perda de vapor de agua na transpiracéo e absorcéo de diéxido de
carbono na fotossintese (PUROHIT et al., 2002). A taxa de trocas de vapor de agua
€ bastante alterada na transicdo das plantas da condicdo in vitro para a
aclimatizacao (Figura 8) e isso afeta a disponibilidade de energia e transpiracao das

folhas e, consequentemente, a fisiologia da planta inteira.
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Figura 7 — Médias de sobrevivéncia (%), numero de folhas e porcentagem de folhas
com senescéncia em mudas micropropagadas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert em funcao dos dias de cultivo, enraizadas independentemente da auséncia
ou presenca de acido indolbutirico (AIB), de diferentes concentracdes de sacarose
(0, 15 ou 30 g L) e da auséncia ou presenca de agar (0 ou 7 g L) , em meio
nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM) cuja concentragdo de sais foi reduzida a
metade (WPM/2), combinado com 30mL de vermiculita, durante a fase de
aclimatizacao in vitro em copos plasticos transparentes, perfurados no fundo, com
capacidade para 180mL contendo uma mistura de substrato McPlant®, Classe “F”
(composto de casca de pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e
vermiculita) e Vermiculita (1:1, v/v). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.
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Figura 8 — Mudas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert. Em A) ambiente de
enraizamento in vitro, em meio nutritivo na auséncia ou presenca de acido 3-
indolbutirico (0 ou 10 uM AIB), com diferentes concentracdes de sacarose (0, 15 ou
30 g L") e na auséncia ou presenca de &gar (0 ou 7 g L™), durante a fase de
aclimatizacao in vitro (sala de cultivo); em B) apés 56 dias de aclimatiza¢ao in vitro
em copos plasticos transparentes, perfurados no fundo, com capacidade para
180mL contendo uma mistura de substrato McPlant®, Classe “F” (composto de
casca de pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e vermiculita) e Vermiculita
(1:1, v/iv). Barra = 2 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.
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3.4 Conclusdes

- A utilizacdo de AIB, nas concentragbes 0, 5, 10 ou 20 uM, nédo é eficiente na
inducdo ao enraizamento adventicio em brotacdes de Peltophorum dubium quando é
utilizado o meio nutritivo MS acrescido de 30 g L™ de vermiculita.

- Brotacdes ndo enraizadas in vitro ou com sistema radicular desprovido de raizes
secundarias ndo sao capazes de enraizar e sobreviver durante o periodo de
aclimatizacao in vitro.

- A utilizagdo do meio nutritivo WPM reduzido a metade da sua concentragdo de sais
(WPM/2), combinado com 30 g L™ de vermiculita, possibilita que ocorra a formacao
de raizes em brotacdes de Peltophorum dubium mesmo sem a utilizacdo de auxina
exogena. No entanto, na presenca de AIB, ocorre maior formacdo de raizes e a
presenca de raizes secundarias.

- O uso de sacarose e de AIB é dispensavel e resulta em melhor qualidade do
sistema radicular em Peltophorum dubium quando é utilizado o meio nutritivo WPM
reduzido & metade da sua concentracdo de sais (WPM/2), combinado com 30 g L™
de vermiculita e na presenca de 7 g L™ de &gar.

- Mudas micropropagadas com sistema radicular bem desenvolvido, que apresentam
resultados superiores durante a fase de enraizamento in vitro, também mostram-se
superiores durante a fase de aclimatizacao in vitro, apresentando porcentagens de

sobrevivéncia e n° de folhas satisfatorios.






4 CAPITULO Il

MINIESTAQUIA EM Peltophorum dubium (SPRENGEL) TAUBERT

4.1 Objetivo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a rizogénese em miniestacas de
Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, coletadas em diferentes épocas e
submetidas a aplicacdo de diferentes concentracdes de &cido indolbutirico (AIB),
bem como avaliar o desenvolvimento das mudas produzidas via miniestaquia

durante a aclimatizacdo em casa de vegetacao.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Miniestaquia em Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert a partir de

propagulos juvenis

Para a realizacdo deste experimento, as seguintes definicbes foram adotadas

e adaptadas de Xavier et al. (2009):

e Miniestaquia: utilizacdo de brotacbes de mudas decepadas (obtidas a partir

de sementes) como fonte de propagulos para a producéao de mudas.

e Minicepa: muda oriunda de semente, que recebeu a poda do apice em torno
de 10 cm acima do coleto e que, em intervalos variaveis, emitiu brotacées que

foram coletadas para o enraizamento.

e Miniestaca: brotacdo da minicepa coletada e preparada para apresentar um
tamanho entre 3 e 10 cm, contendo um par de folhas reduzidas a metade,

para enraizamento em casa de vegetacgao.
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¢ Minijardim clonal: conjunto de minicepas, acondicionadas em vasos flexiveis
em casa de vegetacdo de polietileno, das quais foram coletadas as

miniestacas para o processo de miniestaquia.

Para a formacéo do minijardim clonal, mudas de Peltophorum dubium foram
produzidas a partir de sementes oriundas de um lote da produc¢éo de 2010, adquirido
na Fundacado Estadual de Pesquisa Agropecuaria, Centro de Pesquisa em Florestas
(FEPAGRO FLORESTAS), localizado no distrito de Boca do Monte, em Santa Matria,
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Para a superacdo de dorméncia, as sementes passaram por escarificacdo
mecanica do tegumento com lixa n° 100 na regido oposta ao embrido. Em seguida,
foram colocadas para germinar, em casa de vegetacdo, em vasos flexiveis com
capacidade para 4L, contendo uma mistura de substrato composta por McPlant
Misto® - Classe “A” (casca de pinus, corretivo de acidez e fertilizantes minerais) e
Carolina Soil® (turfa, vermiculita, calcario, NPK e casca de arroz) na proporgéao 1:1
(v/v). Apos 30 dias, guando as mudas ja estavam com, aproximadamente, 20 cm de
altura e contendo 3 a 4 pares de folhas, foi feita uma aplicacédo de 100mL de solucéo
de NPK (5-20-20) a 1,59 L™ em cada vaso, que continha de 3 a 5 mudas (Figura 9 —
A). Posteriormente, quando as mudas estavam com 45 dias, foram decepadas a
uma altura de, aproximadamente, 10 cm, mantendo-se apenas 1 a 2 pares de
folhas, para constituirem as minicepas (Figura 9 — B). Diariamente, as minicepas
receberam irrigagBes para manter o seu turgor hidrico e toda a semana receberam
uma aplicacéo de 100mL de solucdo de NPK (5-20-20) a 1,5g L™ em cada vaso, que
continha de 3 a 5 mudas, para manter-se o ‘status’ nutricional das minicepas.

Apos, aproximadamente, 50 dias da data da decepa das mudas, a maioria ja
havia emitido brotacdes (Figura 9 — C), permitindo a realizacdo das coletas para os

experimentos de miniestaquia, a seguir descritos.

4.2.2 Enraizamento de miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em

arranjo bifatorial 4x3, em que o fator “A” consistiu das concentragdes de AIB (O;
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1000; 2000 ou 4000mg L™) e o fator “B”, do periodo das avaliacdes (30; 60 ou 90
dias), totalizando 12 tratamentos.

As miniestacas foram confeccionadas a partir da parte apical de brotacdes de
minicepas em casa de vegetacdo (Figura 9 — D), contendo, aproximadamente, 7 a
10 cm e um par de folhas cortadas ao meio (Figura 9 — E). Durante o periodo da
coleta até o momento de serem colocadas para enraizar em substrato, as
miniestacas foram acondicionadas em caixa de isopor contendo agua para evitar
gue murchassem.

Em seguida, as miniestacas foram imersas em solucao hidroalcodlica (50%
etanol e 50% de agua destilada, v/v) contendo AIB, conforme o tratamento, por 10 s
(Figura 9 — F). As miniestacas foram postas para enraizar em bandejas plasticas
pretas com dimensdes de 20x40x60cm, contendo uma camada de 10cm de
substrato (Figura 9 — G). O substrato utilizado para enraizamento foi uma mistura de
McPlant Misto® Classe “F” (composto de casca de pinus, corretivo de acidez,
fertilizantes minerais e vermiculita), areia e vermiculita extra fina na proporcéo 2:1:1
(VIVIV).

Para cada tratamento foi utilizada uma bandeja devidamente identificada e
contendo 25 miniestacas cada. As bandejas foram mantidas em casa de vegetacéo
com nebulizagdo e temperatura controlada (UR 80% e 25°C) (Figura 9 — H).

Decorridos 30, 60 ou 90 dias, as miniestacas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia (%), formacao de raizes (%), numero de raizes, comprimento médio
de raizes (cm), presenca de raizes secundarias (%), formacédo de calos na base das
miniestacas (%) e numero de folhas (Figura 9 — I).



80

Miniestaquia em

Peltophorum dubium

Figura 9 — Miniestaquia em Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert. Em A) Mudas
produzidas, a partir de sementes, com 45 dias; em B) Mudas decepadas para
constituir as minicepas; em C) Minicepas emitindo novas brotacdes; em D) Coletas
de brotacdes para confeccionar as miniestacas; em E) Miniestaca com 3-10cm e,
pelo menos, um par de folhas cortadas ao meio; em F) Imerséo das miniestacas em
solucdo hidroalcodlica (50% etanol, 50% agua destilada; v/v) de &cido 3-indolbutirico
- AIB (0; 1000; 2000 ou 4000mg L™); em G) Miniestacas postas para enraizar em
bandejas contendo mistura de McPlant Misto® Classe “F” (composto de casca de
pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e vermiculita), areia e vermiculita
extra fina na proporgao 2:1:1 (v/v/v); H) Bandejas contendo as miniestacas em casa
de vegetacdo com nebulizagcédo; 1) Miniestaca enraizada; e J) Aclimatizacdo das
mudas produzidas por miniestaquia em casa de vegetacdo. Santa Maria, RS, UFSM,
2012.



81

4.2.3 Formacado de raizes em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)

Taubert apos sucessivas coletas

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em
arranjo trifatorial 4x2x3, em que o fator “A” consistiu da concentracdo de AIB (O;
1000; 2000 ou 4000mg L™?); o fator “B”, do periodo das avaliagdes (30 ou 60 dias) e
o fator “C” das coletas (Coleta 1: 09/05/12 - outono; Coleta 2: 18/06/12 - outono e
Coleta 3: 07/08/12 - inverno), totalizando 24 tratamentos. As miniestacas foram
confeccionadas a partir da porcéo apical de brotacbes de minicepas que estavam
em desenvolvimento em casa de vegetacado, e que continham, aproximadamente, 3
a 7 cm e um par de folhas cortadas ao meio. Durante o periodo da coleta até o
momento em que foram colocadas para enraizar em substrato, as miniestacas foram
acondicionadas em caixa de isopor contendo agua para evitar que murchassem.

Em seguida, as miniestacas foram imersas em solucao hidroalcoodlica (50%
etanol e 50% agua destilada; v/v) contendo AIB, conforme o tratamento, por 10s. As
miniestacas foram postas para enraizar em bandejas plasticas pretas com
dimensdes de aproximadamente 20x40x60cm (Coletas 1 e 3) e em bandejas de
isopor contendo 128 células individuais com dimensdes de, aproximadamente,
5x5x5cm (Coleta 2). O substrato utilizado para enraizamento foi uma mistura de
McPlant Misto® Classe “F” (composto de casca de pinus, corretivo de acidez,
fertilizantes minerais e vermiculita), areia e vermiculita extra fina na proporgéao 2:1:2
(v/vlv). Para cada tratamento foi utilizada uma bandeja devidamente identificada e
contendo 25 (Coleta 1) ou 45 (Coletas 2 e 3) miniestacas cada, sendo dispostas de
maneira intercalada nas bandejas. As bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo com nebulizac&o e temperatura controlada (UR 80 % e 25 °C).

Decorridos 30 e, depois, 60 dias, as miniestacas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia (%), formacéo de raizes (%), numero de raizes, comprimento médio
de raizes (cm), presenca de raizes secundarias (%), formacéo de calos na base das

miniestacas (%) e numero de folhas.
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4.2.4 Produtividade do minijardim clonal

Para o controle da produtividade do minijardim clonal (Figura 10 — A), foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema unifatorial, em que
0s tratamentos consistiram das 6 coletas de miniestacas realizadas no periodo de
09/05/2012 a 19/12/2012. Cada vaso, contendo as minicepas, foi numerado (de 1 a
50) e, em cada coleta de brotacdes (Figura 10 — B), foi registrada a data da coleta,
periodo entre coletas e foi avaliado o nUmero de miniestacas coletadas por minicepa
em cada vaso. O intervalo entre coletas foi variavel, pois, em alguns casos, a
emissdo de brotacdes (Figura 10 — C) levou um periodo maior para ocorrer e,
consequentemente, o tempo para que as brotacfes atingissem o tamanho desejado

(3 a 7 cm), foi maior.

Figura 10 — A) Minicepas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, com
aproximadamente 5 meses; B) Detalhe de uma minicepa apds a 22 coleta de
brotacoes, efetuada em 18/06/12 e C) Detalhe de uma minicepa com a emissao de
novas brotacdes, aproximadamente 30 dias apds a coleta. Santa Maria, UFSM,
2012.
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4.2.5 Aclimatizacdo de mudas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

produzidas via miniestaquia

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo trifatorial 4x3x3, em que o fator “A” consistiu das concentragdes de AIB (O;
1000; 2000 ou 4000 mg L™) utilizadas durante o periodo de formacao de raizes nas
miniestacas; o fator “B”, do periodo das avaliagdes (30, 60 ou 90 dias) e o fator “C”,
das coletas das quais as miniestacas foram oriundas (Coleta 1: 09/05/12; Coleta 2:
18/06/12 e Coleta 3: 07/08/12), totalizando 36 tratamentos.

Foram utilizadas mudas de Peltophorum dubium produzidas a partir de
miniestacas que foram enraizadas apos imersdao em solucdo hidroalcodlica (50%
etanol, 50% agua destilada, v/v) de &cido 3-indolbutirico - AIB (0; 1000; 2000 ou
4000 mg L™) e acondicionadas em bandejas contendo mistura de McPlant Misto®
Classe “F” (composto de casca de pinus, corretivo de acidez, fertilizantes minerais e
vermiculita), areia e vermiculita extra fina na proporcéo 2:1:1 (v/v/v) por periodos de
90 (Coleta 1) ou 60 dias (Coletas 2 e 3). As mudas foram transferidas para vasos
flexiveis com capacidade para 1L, contendo substrato composto pela mesma
mistura descrita anteriormente, na fase de formacdo de raizes. Os vasos foram
acondicionados em casa de vegetacdo e cobertos com sombrite por sete dias
(Figura 11 - A), recebendo regas diarias, para manter o turgor hidrico das plantas, e
reposicao de substrato quando necessario.

Decorridos 30, 60 e 90 dias, as mudas (Figura 11 — B) foram avaliadas quanto
a sobrevivéncia (%), numero de folhas, altura (cm) e didmetro do colo (mm). Para as

medicOes de altura e didametro foram utilizadas régua e paquimetro digital.
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Figura 11 — Aclimatizagcdo de mudas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert
produzidas via miniestaquia, apos permanéncia por 60 dias ou 90 dias na fase de
formacéo de raizes. Em A) Fase inicial da aclimatizacdo (aos 7 dias) em casa de
vegetacdo sob sombrite; em B) Mudas apds a retirada do sombrite,
aproximadamente aos 30 dias ap6s aclimatiza¢do. Santa Maria, UFSM, 2012.

4.2.6 Andlises estatisticas

Apoés testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov e a homogeneidade de variancias, pelo teste de Bartlett, as variaveis foram

transformadas, sempre que necessario, pela funcao m, sendo x o valor
observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizado teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro para os tratamentos qualitativos e analise de regressao polinomial, para os
guantitativos. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para Analise de
Variancia) para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2000). A precisdo do

experimento foi medida através da acuracia seletiva (AS) calculada por v1-1/Fcal ,

gue corresponde a correlacao linear entre os valores genotipicos e fenotipicos.
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4.3 Resultados e discussodes

4.3.1 Enraizamento de miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

Para todas as variaveis avaliadas, os valores da acuracia seletiva (AS),
estatistica que mede a precisdo do experimento, foram altos ou muito altos,
indicando que os dados obtidos sédo confiaveis.

Para a variavel sobrevivéncia houve efeito significativo apenas das
concentracbes de AIB testadas (p=0,0006; AS= 0,92), sendo observado um ajuste
linear decrescente (Figura 12 - A). A maior sobrevivéncia foi observada quando a
auxina nédo foi utilizada na base das miniestacas, decrescendo em sua presenca, a
medida que aumentaram suas concentracdes, provavelmente em decorréncia do
excesso da auxina. Ha relatos de que a aplicacdo exdégena de auxina pode ter efeito
fitotbxico em ramos juvenis (BEZERRA et al., 2002), os quais ja contém altas
concentracfes de AIA enddgeno, o que justificaria decréscimos no enraizamento e
aumento na mortalidade de propagulos. No entanto, mesmo com a utilizacdo de
4.000 mg L' de AIB, as porcentagens de sobrevivéncia ainda podem ser
consideradas satisfatorias, sendo comparaveis aquelas registradas na literatura
para, por exemplo, a miniestaquia em cedro-rosa (Cedrella fissilis), onde a utilizagao
das mesmas concentracfes de AIB utilizadas no presente estudo com Peltophorum
dubium, néo exerceu efeito significativo sobre a sobrevivéncia das mudas, apos 120

dias em casa de vegetacao (XAVIER et al., 2003).
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Figura 12 — Médias de sobrevivéncia (%), formacéao de raizes (%), numero de raizes,
comprimento de raizes (cm), formacdo de calos (%) e numero de folhas em
miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert, em funcdo das
concentracfes das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada; v/v)
de acido 3-indolbutirico — AIB em que foram imersas por 10s, ao longo de 90 dias de
avaliacdes. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Para a formacédo de raizes nas miniestacas foi observado efeito significativo
dos fatores concentracdes de AIB (p=0,0100; AS=0,87) e dias de avaliacéo
(p=0,0035; AS=0,92). Para a auxina foi observado um comportamento quadratico
das concentracbes de AIB em relacdo a formacao de raizes, sendo que a formacgao
de raizes aumentou até a concentracéo 2000 mg L™ de AIB e decresceu deste ponto
em diante (Figura 12 — B), sendo que o ponto de maxima eficiéncia técnica (MET)

seria obtido com a concentracdo de 1.362 mg L™ de AIB. Mesmo na auséncia da
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auxina, os valores obtidos podem ser considerados satisfatorios e indicam que a
espécie tem potencial para ser propagada via miniestaquia, inclusive sem a
utilizacdo de AIB. Em relacdo ao periodo de avaliacdo, a formacdo de raizes foi
superior aos 60 dias, sendo que os valores obtidos diferiram da média observada
aos 90 dias (Tabela 14). Isto indica que é necessario um periodo superior a 30 dias
para que ocorra formacéo de raizes, em porcentagens satisfatorias, em Peltophorum
dubium (Figura 13).

O periodo de permanéncia em casa de vegetacdo durante a fase de
enraizamento é variavel entre espécies (OLIVEIRA et al., 2001), sendo que ja foram
relatados periodos que vao desde poucas semanas, no caso do género Eucalyptus,
até meses, no caso de grande parte das espécies florestais nativas (CUNHA et al.,
2003; CUNHA et al., 2008; ENDRES et al., 2007; SANTOS et al., 2011; VALERI et
al., 2012; WENDLING et al., 2005; ZIETEMANN; ROBERTO, 2007). Em estudo com
clones hibridos de Eucalyptus sp. (FERREIRA et al., 2004), buscando determinar o
periodo 6timo de permanéncia na fase de enraizamento, sob o0 ponto de vista
técnico para evitar a incidéncia de doencas, foi observada diferenca entre a
velocidade de enraizamento, inclusive entre clones da mesma espécie e,
consequentemente, no tempo de permanéncia em casa de vegetacao, que foi de 15
a 22 dias, tempo bastante inferior ao que foi necessario para o enraizamento em

miniestacas de Peltophorum dubium, no presente estudo.
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30dias (0, 1.000, 2000 e 4.000 mg L' de AIB)

Figura 13 — Miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert enraizadas aos
30 e aos 60 dias apds imersdo em solucao hidroalcodlica (50% etanol, 50% agua
destilada, v/v) de &cido 3-indolbutirico - AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000mg L ™). Barra =
1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Para o nimero de raizes foi observado efeito significativo de ambos os fatores
principais, concentragbes de AIB (p=0,0133; AS=0,86) e periodo de avaliacdo
(p=0,000; AS=0,96). Para as concentragcbes de AIB houve um ajuste linear
decrescente (Figura 12 — C), em que a medida que aumentaram as concentracdes
de AIB ocorreu uma reducdo no numero de raizes nas miniestacas. Quanto ao
periodo de avaliacdo, maior nimero de raizes (em torno de 3 raizes por miniestaca)
foi obtido aos 60 e 90 dias, que ndo diferiram entre si, mas diferiram da média
observada aos 30 dias, quando o numero de raizes formadas foi inferior (Tabela 14).
Estes resultados ratificam os resultados observados para a formacdo de raizes,
apresentados anteriormente, em que o periodo de 30 dias ndo é suficiente para
Peltophorum dubium, mas que ndo ha necessidade de que o mesmo seja
prolongado por 90 dias, uma vez que o periodo adicional de 30 dias ndo promoveu
diferencas significativas em relacdo aos resultados obtidos até os 60 dias. Os



89

valores obtidos podem ser considerados satisfatorios, por se tratar de uma espécie
florestal e por estar se aproximando daqueles que vém sendo obtidos em estudos
com outras espécies lenhosas (SOUZA, JUNIOR et al., 2008; VALERI et al., 2012)
como grevilea (Grevillea robusta) (3,5 raizes por miniestaca com 2.000 mg L™ de
AIB) e pau-brasil (Caesalpinea echinata Lam) (4,2 raizes por estaca com 3.030 mg
L™ de AIB).

Assim como foi observado para o nimero de raizes, para o comprimento de
raizes, igualmente, foi observado efeito significativo dos dois fatores principais
concentracbes de AIB (p=0,0065; AS=0,88) e periodo de avaliacdo (p=0,000;
AS=0,96). Para as concentracbes da auxina foi observado comportamento
qguadratico, sendo que as maiores raizes foram observadas na auséncia de AIB e na
concentracdo 2000 mg L™ (Figura 12 — D), sendo que o ponto de méaxima eficiéncia
técnica (MET) seria obtido a 500 mg L™ de AIB. Esses tratamentos foram, também,
0S que proporcionaram maiores porcentagens de formacdo de raizes e maiores
nameros de raizes. No entanto, mesmo nos melhores tratamentos, o comprimento
das raizes formadas (< 3,0 cm) em miniestacas de Peltophorum dubium foi inferior
ao gue tem sido observado para outras espécies, como cedro-australiano (Toona
ciliata) e goiabeira (Psidium guajava) em que foram observadas raizes com até 10
cm (SILVA et al., 2012; ALTOE; MARINHO, 2012). Esses resultados podem estar
relacionados a época de coleta das miniestacas (outono), uma vez que, para Pinus
taeda, por exemplo, quando foi avaliado o efeito da estacdo do ano no enraizamento
de miniestacas (ALCANTARA et al., 2007), o comprimento das raizes em
miniestacas coletadas no outono foi inferior (1,05 cm) aquelas obtidas nas demais
estacfes do ano (variando de 3 a 8 cm), sendo este efeito atribuido & reducédo na
atividade metabodlica nesta estacdo, decorrente do periodo de crescimento
vegetativo intenso nas estacOes anteriores. Quanto ao periodo de avaliacéo,
maiores raizes foram obtidas aos 60 e 90 dias, nao diferindo entre si, mas diferindo
da avaliacao realizada aos 30 dias (Tabela 14), ratificando resultados apresentados
anteriormente para as outras variaveis-resposta relacionadas a rizogénese.

Para a presenca de raizes secundarias foi observado efeito significativo
somente do fator principal periodo de avaliacdo (p=0,000; AS=0,96). Maiores
porcentagens de miniestacas com desenvolvimento de raizes secundarias,
novamente, foram observadas aos 60 e 90 dias, médias que nao diferiram entre si,

mas, sim, daquelas observadas na avaliacdo aos 30 dias (Tabela 14), indicando que
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€ necessario um periodo superior a 30 dias para que ocorra o desenvolvimento do
sistema radicular e, consequentemente, a formacdo de raizes secundéarias de
maneira mais expressiva. Isso ocorre porque a formacao de raizes adventicias, sob
0 ponto de vista anatdmico, envolve a formacdo de células meristematicas, a sua
diferenciacio em primordios de raiz reconheciveis e, posteriormente, o0
desenvolvimento e a emergéncia de novas raizes, incluindo a ruptura de outros
tecidos do caule e a formacdo de conexdes vasculares com os tecidos condutores.
Somente apOs a formacdo dos primordios radiculares reconheciveis é possivel
observar o surgimento de raizes (HARTMANN et al., 1997).

Tabela 14 — Médias de formacao de raizes (%), nUmero de raizes, comprimento de
raizes (cm) e presenca de raizes secundarias (%) em miniestacas de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert, em funcéo do periodo de avaliacdo, independentemente
da concentracdo da solucéo hidroalcodlica (50% etanol, 50% agua destilada, v/v) de
acido indolbutirico - AIB (a 0; 1000; 2000 ou 4000 mg L™), nas quais foram
previamente imersas por 10s. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Diasde  Formacao de N° de Comprimento Raizes
cultivo raizes (%) raizes de raizes (cm)  secundarias (%)
30 45,00 b* 1,09 b 0,97 b 2,10 b
60 74,00 a 3,03 a 2,37 a 50,00 a
90 70,00 a 2,89 a 2,68 a 65,00 a
Média 63,00 2,33 2,01 45,33
AS** 0,92 0,96 0,96 0,96

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = V1-@/Fe) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

Ja para a formacdo de calos foi observado efeito significativo somente do
fator principal concentracédo de AIB (p=0,0035; AS=0,90). Na auséncia de AIB houve
maior calogénese, que passou a decrescer com 0 aumento nas concentracfes da
auxina (Figura 12 — E). A menor porcentagem de formacédo de calos na maior
concentracdo de AIB testada (4000 mg L) pode ser decorrente da menor
sobrevivéncia observada neste tratamento, uma vez que, na ocasido da primeira

avaliacdo (aos 30 dias), muitas miniestacas ja haviam morrido antes mesmo de
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ocorrer formacao de calos. No entanto, nas miniestacas sobreviventes, a formacgao
de calos foi intensa.

Comportamento semelhante foi observado para o numero de folhas por
miniestaca, em que houve efeito significativo somente da concentracdo de AIB
(p=0,000; AS=0,97). Maior numero de folhas foi obtido na auséncia da auxina
(Figura 12 — F) e, deste ponto em diante, quando AIB foi adicionado, observou-se
um ajuste linear decrescente, em que, na presenca da maior concentracdo de AIB
avaliada (4000 mg L™), foi obtida uma média inferior a uma folha por miniestaca,
provavelmente em decorréncia do excesso de auxina, que pode ter causado efeito

fitotéxico, como observado anteriormente, para a sobrevivéncia das miniestacas.

4.3.2 Formacdo de raizes em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)

Taubert apos sucessivas coletas

Em todas as variadveis avaliadas no presente ensaio, os valores de acuracia
seletiva (AS), estatistica que mede a precisdo do experimento foram altos (entre 0,7
e 0,9) ou muito altos (> 0,9), indicando que os dados obtidos sao confiaveis.

Para a sobrevivéncia houve efeito significativo do fator principal dias de
avaliacdo (p=0,0260; AS=0,89) e interacdo entre os fatores periodo de coleta e
concentragéo de AIB (p=0,000; AS= 0,93. A maior sobrevivéncia das miniestacas foi
observada aos 30 dias de cultivo (90,71%), ocorrendo um decréscimo nas
avaliacOes realizadas aos 60 dias (86,24% de sobrevivéncia). No entanto, a
porcentagem de miniestacas sobreviventes no leito de enraizamento ainda pode ser
considerada satisfatoria, indicando que as condicdes em que 0sS ensaios foram
conduzidos foram adequadas e que o material vegetal utilizado tem potencial para
ser utilizado na miniestaquia. Em relagdo as coletas, observou-se comportamento
linear da sobrevivéncia em relacdo as concentragdes de AIB para as coletas 1 e 2
(outono) (Figura 14), havendo um decréscimo na porcentagem de miniestacas
sobreviventes com 0 aumento na concentracédo de AIB. Para a coleta 3 (inverno), o
comportamento observado foi quadratico, sendo que o0 maximo de sobrevivéncia, de
acordo com o calculo da maxima eficiéncia técnica (MET), seria observado com a

utilizacdo de 2.100 mg L de AIB. De maneira geral, as porcentagens de
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sobrevivéncia foram satisfatorias, com exce¢do das miniestacas oriundas da coleta 1
(outono) quando submetidas ao tratamento de imers&o em solucéo de 4.000 mg L™

de AIB, as quais apresentaram sobrevivéncia inferior a 60%.
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Figura 14 — Sobrevivéncia média (%) de miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, oriundas de diferentes coletas (1, 2 e 3), em funcdo das
concentracdes de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™) das
solugbes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% &agua destilada, v/v) em que foram
previamente imersas por 10s, em funcéo da coleta, independentemente da avaliacao
ter sido efetuada aos 30 ou aos 60 dias apds a aplicacao dos tratamentos. Santa
Maria, RS, UFSM, 2013.

Na miniestaquia de leiteiro (Sapium glandulatum (Vell.) Pax) também houve
aumento na mortalidade de miniestacas com o aumento das concentracbes do
fitorregulador (AIB e ANA), ao mesmo tempo em que houve decréscimo nas
porcentagens de enraizamento (FERREIRA et al., 2010). Resultado semelhante foi
observado em miniestacas de Eucalyptus grandis em que a aplicacdo de 1.000 ou
2.000 mg L™ de AIB proporcionou os melhores indices de sobrevivéncia, os quais
decresceram a partir destes valores (TITON et al.,, 2003). Ha relatos de que a
aplicacdo exdgena de auxinas pode ser fitotoxica aos ramos juvenis, 0s quais
contém altas concentracdes de acido indol acético (AlA) enddgeno. Esse efeito é
verificado pelo aumento na mortalidade dos propagulos e decréscimo no

enraizamento com a utilizacdo de concentragcdes mais altas de auxinas (BEZERRA
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et al., 2002), assim como foi observado para Peltophorum dubium e nos estudos
anteriormente apresentados.

Na miniestaquia de hibridos de Eucalyptus (BRONDANI et al., 2010) e de
cultivares de goiabeira (Psidium guajava) (ALTOE et al., 2011(a)), avaliadas durante
as quatro estacbes do ano (primavera, verdo, outono e inverno) também foram
obtidas porcentagens satisfatorias de sobrevivéncia das miniestacas, sendo que 0s
maiores valores foram obtidos no periodo de inverno e outono enquanto 0s
menores, no verao, periodo em que ha maior desidratacéo dos tecidos. No entanto,
em outro estudo com cultivares de goiabeira (FREITAS et al., 2013), a época de
coleta das miniestacas nao teve efeito sobre as porcentagens de sobrevivéncia.

Entre os fatores que podem ter contribuido para as altas porcentagens de
sobrevivéncia das miniestacas de Peltophorum dubium, nos demais tratamentos, no
presente ensaio, estdo as condicdes fisiolégicas das plantas matrizes, bem como a
temperatura e 0 manejo dos propagulos durante o periodo em que permaneceram
no leito de enraizamento, assim como foi observado na propagacédo de aracazeiro
(Psidium cattleyanum) e goiabeira (Psidium guajava) por miniestaquia, também, a
partir de material juvenil (ALTOE et al., 2011(b)).

Para a formacao de raizes houve interacdo entre o fator principal coleta tanto
com as concentracdes de AIB (p=0,0001; AS=0,89) quanto com o periodo de
avaliacdo (p=0,000; AS=0,97). Para todas as coletas, foi observado um
comportamento quadratico da porcentagem de formacdo de raizes em relacdo as
concentracdes de AIB (Figura 15). Até a concentracdo de 2.000 mg L™ de AIB houve
incremento na porcentagem de formacao de raizes, que passou a decrescer deste
ponto em diante, assim como foi observado para Grevillea robusta A. Cunn.
(JUNIOR et al.,, 2008), indicando que a aplicagcdo de auxina exdgena promove
incrementos na formacéo de raizes até um certo ponto, mas que, em quantidades
maiores, pode interferir negativamente nesta variavel, comprometendo seu
desenvolvimento (HARTMANN et al,, 2002). As maiores porcentagens seriam
obtidas nas concentragées 1.410 mg L™, 2.750 mg L™ e 2.825 mg L™ de AIB, de
acordo com os calculos de MET para as coletas 1, 2 e 3 respectivamente. Para as
miniestacas oriundas da primeira coleta, as porcentagens de formacéo de raizes
podem ser consideradas satisfatorias, mesmo sem a aplicagdo de auxina exogena,
provavelmente em decorréncia da juvenilidade dos propagulos, que apresentam

maiores niveis de cofatores de enraizamento e menores contelidos de inibidores
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(ALTOE et al., 2011(a); JUNIOR et al., 2008). Propagulos jovens sdo mais
responsivos ao enraizamento adventicio, pois a auxina é formada, naturalmente, nas
partes da planta com crescimento ativo, tais como meristema apical, gemas axilares
e folhas jovens. Essas auxinas séo transportadas, através do floema, para a base
das estacas, onde se concentram e, deste modo, juntamente com outras
substancias nutritivas, sdo responsaveis pela formacéo de raizes, ndo necessitando
de auxina exdgena para a formacéo do sistema radicular (HARTMANN et al., 2002).

No entanto, para as coletas 2 e 3, a aplicacdo de auxina exdgena promoveu
maiores incrementos na formacdo de raizes. Isso se deve, provavelmente, as
condicdes nutricionais e fisioldgicas das minicepas, que se alteram ao longo dos
periodos de coletas e da mudanca das estacdes do ano nas coletas 2 e 3 (transicao
de outono para inverno), quando as temperaturas estavam mais baixas. A
temperatura possui funcdo regulatéria no metabolismo das plantas, afetando o
enraizamento, uma vez que a divisdo celular é favorecida com o aumento na
temperatura e, consequentemente, auxilia a formacdo de raizes. No entanto,
temperaturas muito altas, durante a fase de enraizamento, estimulam o
desenvolvimento de gemas laterais antes do aparecimento de raizes (HARTMANN
et al.,, 2002). Em consequéncia disso, estacas muito tenras, formadas em periodos
mais quentes, de maior crescimento das brotacdes, podem apresentar baixo
enraizamento em virtude das multiplicacdo das células rizogénicas dependerem,
entre outros fatores, da biossintese de proteinas e acidos nucléicos. Esse processo
s6 é possivel quando existe disponibilidade de energia e carbono estrutural para a
formacdo de novas células (DIAS et al., 2012).

Resultados semelhantes aos obtidos para Peltophorum dubium, no entanto,
independentes das concentragcdes de AIB utilizadas, foram observados na
miniestaquia de cedro-rosa (Cedrela fissilis Vell.), em que a formacédo de raizes
apresentou melhores resultados na 12 e 32 coletas, também atribuidos ao fato de
gue a 22 coleta foi realizada em um periodo de temperaturas mais baixas em
relacdo aquelas observadas nas demais coletas, o que, provavelmente,
proporcionou condigbes fisiologicas menos favoraveis ao crescimento e
desenvolvimento de brotagdes, e, consequentemente, as suas respostas a formacao
de raizes (XAVIER et al., 2003). No entanto, em miniestacas de origem seminal de
cedro-australiano (Toona ciliata) (SOUZA et al.,, 2009), aos 40 dias em casa de

vegetacdo, e, também, em Grevillea robusta A. Cunn (JUNIOR et al., 2008), ndo
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houve diferenca significativa entre coletas nem entre as concentracbes de AIB
avaliadas, sendo que, para cedro-australiano, foi observada uma média de 100% de
enraizamento nas miniestacas nas trés coletas e, para Grevillea robusta, mesmo
sem a utilizacdo de AIB, foram observadas altas porcentagens de formacdo de
raizes (83 %).

As variacdes de resposta as condigcbes a que as miniestacas de diferentes
espécies sao submetidas devem-se ao fato de que, além das condic¢des climaticas, o
enraizamento esta diretamente ligado ao teor de carboidratos armazenado na matriz.
Quanto maior o nivel de reservas e maior a relacdo carbono/nitrogénio maior sera o
favorecimento da formacao de raizes (SILVA et al., 2012). No entanto, as variacdes
das caracteristicas observadas entre os propagulos de uma mesma espécie, devem-
se, em parte, a variacdo genética existente, em decorréncia de terem sido coletadas
de plantas matrizes distintas de origem seminal. O potencial genético do vegetal é
tido como o fator mais intimamente relacionado ao desenvolvimento de raizes (TAIZ
& ZEIGER, 2004).
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Figura 15 — Formac&do média de raizes (%) em miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, oriundas de diferentes coletas (1, 2 e 3), em funcdo das
concentraces de &cido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L) das
solugcbes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada, v/v) em que foram
previamente imersas por 10s, em funcdo da coleta e independentemente da
avaliacao ter sido efetuada aos 30 ou aos 60 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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Ainda em relacdo a formacdo de raizes nas miniestacas, pode-se observar
que, aos 30 dias, a formacédo de raizes em miniestacas oriundas da primeira coleta
foi superior aquela observada nas demais coletas (Tabela 15). No entanto, aos 60
dias, ndo foram observadas diferencas significativas entre as coletas, somente foram
observadas diferencas significativas em relacdo a formacao de raizes aos 30 dias,
indicando que, para que ocorra formagcdo de raizes de maneira satisfatoria, em
miniestacas de Peltophorum dubium, é necesséario conduzi-las no leito de
enraizamento até os 60 dias.

O periodo de permanéncia dos propagulos em casa de vegetacdo para a
formacao de raizes € variavel em funcéo da espécie, da regido onde o estudo esta
sendo desenvolvido e da época do ano, mas o periodo médio que tem sido
observado tanto para espécies do género Eucalyptus, como para algumas florestais
nativas é de 30 dias (CUNHA et al., 2003; FERRIANI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2001; WENDLING et al., 2005). Para dois clones de Eucalyptus spp., o tempo 6timo
de permanéncia em casa de vegetacdo, sem a utilizacdo de fitorreguladores, foi de
15 e 22 dias (FERREIRA et al.,, 2004). Para corticeira-do-mato (Erythrina falcata
Benth.), um periodo de 30 dias para inducdo do enraizamento, em sistema de
hidroponia e de tubetes, produziu porcentagens satisfatérias (85,5%) de formacéo de
raizes, também sem a utilizacdo de fitorreguladores, indicando que a espécie
apresenta boa aptidao natural ao sistema que foi testado com o uso de miniestacas
de material juvenil (CUNHA et al., 2008). No entanto, em miniestacas de (pau-brasil)
Caesalpinea echinata Lam., o maior indice de enraizamento foi 16%, aos 120 dias,
em substrato sélido, com 2.500 mg L™ de AIB ou ANA. Segundo os autores, como,
nesse periodo, a maioria dos propagulos ainda néao tinha sequer desenvolvido calos,
deveriam permanecer mais tempo sob nebulizag&o, a fim de induzir ao enraizamento
(ENDRES et al., 2007), indicando que algumas espécies, principalmente nativas,

podem ser recalcitrantes ou demandar um tempo maior para a formacéo de raizes.
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Tabela 15 — Formacao média de raizes (%) em miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, oriundas de diferentes coletas (1, 2 e 3), em funcdo do periodo
de avaliacdo, independentemente da concentracédo de acido 3-indolbutirico — AIB (O;
1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™) das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% &agua
destilada, v/v) nas quais foram, previamente, imersas por 10s. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Dias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média (%)
30 4500 b* A 7,73 b C 18,13 b B 19,87
60 7400 a A 7541 a A 76,92 a A 75,7
Média (%) 59,5 41,75 47,53 47,84
AS** 0,97

* médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acurécia Seletiva) = 1=(/FO)  em que Fc= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.

Para o nimero de raizes houve interacdo entre os trés fatores estudados,
periodo de coleta, concentracdo de AIB e dias de avaliacdo (p=0,0001; AS= 0,89).
De uma maneira geral, em todas as coletas, houve aumento no nimero de raizes
aos 60 dias (Figura 16), ratificando os resultados obtidos para a variavel formacao
de raizes, em que foi necesséario um periodo superior a 30 dias para que fossem
obtidos valores satisfatorios. No enraizamento de estacas lenhosas de 20 espécies
florestais nativas, os melhores resultdados obtidos para as médias de numero de
raizes também foi semelhante aos observados para a porcentagem de formacédo de
raizes (SANTOS et al., 2011).

Para a coleta 1, aos 30 dias, 0 maior numero de raizes seria obtido com a
utilizacéio de 1.833 mg L™ de AIB, de acordo com o célculo da MET. No entanto, aos
60 dias, houve mudanca de comportamento no nimero de raizes em relacdo as
concentragdes de AIB, sendo que o maximo de raizes foi obtido na auséncia desta
auxina, decrescendo deste ponto em diante, semelhantemente ao que foi observado
na segunda coleta, em que se observaria 0 minimo de formacédo de raizes com a
utilizacdo de 2.250 mg L™ de AIB, de acordo com o célculo de MET. Em relagéo a
coleta 3, observou-se aumento no numero de raizes em relacdo as concentracdes
de AIB, tanto aos 30 quanto aos 60 dias, destacando-se o periodo de 60 dias como

aguele de maior numero de raizes.
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Na miniestaquia de goiabeira (Psidium guajava), o numero de raizes também
foi influenciado pela época de coleta das miniestacas, sendo que as menores
médias foram observadas nas miniestacas coletadas em novembro (ALTOE et al.,
2011(a)). No entanto, em miniestacas de Grevillea robusta A. Cunn., em que foi
observado efeito quadratico do numero de raizes em funcdo das concentragcdes de
AIB, o maior nimero de raizes (3,5) foi obtido com a utilizacdo de 2.000 mg L™ de
AIB, independentemente da coleta (JUNIOR et al., 2008), semelhante ao que foi
observado em estacas herbaceas de goiabeira (Psidium guajava L.), coletadas no
verdo, em que as concentracdes de 1.500 e 2.000 mg L™* de AIB mostraram-se
superiores em relacédo a esta variavel (ZIETEMANN; ROBERTO, 2007). Para Pinus
taeda L., o maior niumero de raizes (7,4) foi observado em miniestacas coletadas no
inverno, sem a utilizacao de fitorreguladores (ALCANTARA et al., 2007). Por outro
lado, em estacas de pau-brasil (Caesalpinea echinata Lam.), foram necessérios
3.030 mg L™ de AIB para a obtencéo de 4,2 raizes por estaca (VALERI et al., 2012).
De maneira geral, as médias obtidas em Peltophorum dubium, no presente estudo,
foram inferiores. No entanto, ainda assim, podem ser considerados satisfatorios,
uma vez que se trata de uma espécie florestal nativa, a qual tende a apresentar
maiores dificuldades no que se refere a formacdo de raizes em propagulos

vegetativos.
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Figura 16 — N° médio de raizes em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, oriundas de diferentes coletas (1, 2 e 3), em fung&o das concentracdes de
acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg.L™?) das solucgdes
hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada, v/v) em que foram previamente
imersas por 10s, avaliados aos 30 ou aos 60 dias ap0s a aplicacao dos tratamentos.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Para o comprimento de raizes, houve interacdo entre os fatores concentracao
de AIB e dias de avaliacdo (p=0,0010; AS=0,90) e, igualmente, entre os fatores
coleta e dias de avaliacao (p=0,000; AS=0,98). Tanto aos 30 quanto aos 60 dias, 0

comprimento das raizes em relacdo as concentragcbes de AIB apresentou
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comportamento quadréatico (Figura 17), sendo que 0s maiores comprimentos de
raizes seriam obtidos nas concentragcdes 2.500 mg L™* e 2.000 mg L™ de AIB,
respectivamente, de acordo com o calculo da MET. Em relacdo ao periodo de
avaliacao, aos 60 dias foram observadas médias superiores para o comprimento de
raizes (Tabela 16), independentemente da coleta, indicando, assim como foi
observado nas variaveis formagéo de raizes e numero de raizes, que é necessario
um periodo superior a 30 dias para que se observem resultados satisfatérios. No
enraizamento de estacas lenhosas de diversas espécies florestais, 0 comprimento
da maior raiz, também, apresentou comportamento parecido com aguele observado
nas demais caracteristicas, ou seja, as espécies que mais enraizaram e emitiram
mais raizes adventicias também apresentaram os sistemas radiculares mais longos
(SANTOS et al., 2011). Essa caracteristica é importante, e isso foi confirmado na
miniestaquia de cedro-australiano (Toona ciliata), por exemplo, em que foi observado
que, aos 40 dias em casa de vegetacdo, as miniestacas que emitiram raizes mais
compridas e mais finas, as quais sdo responsaveis pela absor¢cdo de agua e
nutrientes, posteriormente, apresentaram crescimento mais acelerado (SOUZA et al.,
2009).
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Figura 17 — Comprimento médio de raizes (cm) em miniestacas de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert, em funcéo das concentra¢cdes de acido 3-indolbutirico —
AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L-1) das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol,
50% &gua destilada, v/v) em que foram previamente imersas por 10s,
independentemente da coleta, nas avaliacdes efetuadas aos 30 ou aos 60 dias apds
a aplicacdo dos tratamentos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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Tabela 16 — Comprimento médio de raizes em miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, em funcao da interacdo entre as diferentes coletas e do periodo
(em dias) em que foram efetuadas as avaliacfes, apOs tratamentos de imersao em
solucao hidroalcodlica (50% etanol, 50% agua destilada, v/v) de &cido 3-indolbutirico
— AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™) independentemente da concentracdo
utilizada. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Dias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média (cm)
30 097 b* A 0043 b B 0,23 b B 0,31
60 237 a B 268 a B 4,12 a A 3,18

Média (cm) 1,67 1,37 2,17 1,75
AS** 0,98

* médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acurécia Seletiva) = 1=0/F)  em que Fc= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.

Quanto a presenca de raizes secundarias, assim como para 0 humero de
raizes, houve interagcao entre os trés fatores estudados, coleta, concentracdo de AIB
e dias de avaliacdo (p=0,0349; AS=0,75). De maneira geral, em todas as coletas, a
presenca de raizes secundarias foi superior aos 60 dias (Figura 18), indicando,
como ja relatado anteriormente, que aos 30 dias ja ocorreu a formacdo de raizes,
mas é necessario um periodo adicional para que isso ocorra de maneira mais
expressiva e para que ocorra, também, o seu desenvolvimento, incluindo a formacao
de raizes secundarias. O incremento na presenca de raizes secundarias (raizes
finas), que sdo responsaveis pela absorcdo de agua e nutrientes, € um importante
fator para o desenvolvimento das mudas. Mudas com presenca de raizes finas
podem superar condi¢cdes de estresse ambiental a que estéo sujeitas no pos-plantio,
as quais constituem um dos principais meios para acessar 0s recursos do solo,
sendo o0 comprimento e numero dessas raizes indicadores da capacidade de
absorcao de nutrientes (SILVA et al., 2012).

Nas miniestacas oriundas da primeira coleta, a formagdo de raizes
secundarias em relacdo as concentracdes de AIB, aos 30 dias, ajustou-se a um
comportamento quadratico, sendo que o maximo de raizes secundarias seria obtido
na concentracdo 1.800 mg L™ de AIB. No entanto, aos 60 dias, houve mudanca

deste comportamento, sendo que com o aumento nas concentracdes de AIB houve
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um decréscimo na porcentagem de miniestacas com raizes secundarias presentes.
Para as coletas 2 e 3, aos 30 dias, ndo houve ajuste da equacao de regressao,
sendo obtida uma média geral de 30 % de miniestacas em que ocorreu a formacao
de raizes secundarias. Aos 60 dias, houve um ajuste quadratico para ambas as
coletas e 0 maximo de formacao de raizes secundarias iria ocorrer na presenca de
concentraces 2.260 mg L™ e 2.750 mg L™ de AIB, respectivamente, de acordo com
o célculo da MET, para as coletas 2 e 3. No entanto, nas miniestacas oriundas da
coleta 3 (inverno) foram observadas maiores porcentagens de formacao de raizes
secundérias (chegando a 80%). Possivelmente, este resultado esteja relacionado ao
fato de que as brotacbes que originaram essas miniestacas, estiveram expostas,
anteriormente a instalacdo do experimento, a um periodo de repouso vegetativo,
ocasionado pelos meses do inverno, o que causou um acumulo de carboidratos
favoraveis a formacgdo de raizes, assim como foi observado na miniestaquia de
Pinus taeda L. (ALCANTARA, et al., 2007) e de vassourdo-branco (Piptocarpha
angustifolia) (FERRIANI et al., 2011). As reservas parecem ser indispensaveis a
sobrevivéncia do propagulo até o seu enraizamento e posterior desenvolvimento,
uma vez que, em niveis convenientes, ndo sO facilitam a emissdo de raizes e
aumentam o aparato fotossintético, como, também, elevam as taxas de fotossintese.
Boa parte das reservas se transfere para a base do propagulo, contribuindo para a
formacéao dos primérdios radiculares (PAIVA; GOMES, 1995).



103

60 Coleta 1
ESDi‘———J..____ o
W 50 dias T — —————
= y =-0,0021x+ 538
Lt 40 RF=0.7714 .
=
g 30 __:—'__'_'_\_\_‘_\—\_
o
w 20 . 30 dias
W . y = -BE-08x + 002161+ 12,727
8 10 R?= 10,7646
m
e 0
0 1000 2000 3000 4000
AIB {mg.L")
Coleta 2
. 0
w 60 e —
E - ’ 60 dias T~ -
= 50 - y = -5E-08x7 + 0,0226x + 35,843 ~
- - R? = 0,007 ‘"
=5 .
940 P
@ s
g 30 = - ™ : o
= 30dias
e 20
0 1000 2000 3000 4000
AIB (mag.L")
Coleta 3
= 90
w 80 e
i -
= 0 - B0 dias
g~ 8 y = -GE-0fc’ + 0,033x + 38,41
c 60 . R¥ = 0,9927
E S0
w 40 »
o 30 dias
HOo30 e - - °
i)
e 20
0 1000 2000 3000 4000
AlB (mg.L")

Figura 18 — Presenca de raizes secundarias (%) em miniestacas de Peltophorum
dubium (Sprengel) Taubert, em funcdo das concentracdes de acido 3-indolbutirico —
AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™) das solugdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50%
agua destilada, v/v) em que foram previamente imersas por 10s, nas diferentes
coletas e nas avaliacbes efetuadas aos 30 ou aos 60 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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Para a formacdo de calos, foram observadas interagdes duplas das coletas
com as concentracbes de AIB (p=0,000; AS=0,96) e das coletas com os dias de
avaliacao (p=0,000; AS=0,96). Nas coletas 1 e 2 observaram-se intensa formacéo
de calos na auséncia da auxina AIB, a qual decresceu, de maneira linear, a medida
em que aumentou a concentracdo de AIB (Figura 19). No entanto, esse efeito pode
estar associado a menor sobrevivéncia das miniestacas nas concentracdes
testadas, o que fez com que, por ocasido das avaliacbes, fossem observadas,
também, menores porcentagens de formacéo de calos. Na coleta 3, a formacéo de
calos em relacdo as concentracdes de AIB ajustou-se a um comportamento
quadratico, sendo que o ponto de maxima formacédo de calos para esta coleta seria
a concentracdo 2.100 mg L™ de AIB, de acordo com o célculo da MET. Entretanto,
em miniestacas de leiteiro (Sapium glandulatum (Vell) Pax) foram observadas
baixas porcentagens de formacao de calos (inferiores a 5%), independentemente da
estacdo do ano em que foram coletadas, mesmo com a utilizacéo de até 8.000 mg L
! de AIB ou ANA (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 19 — Formacdo média de calos (%) em miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, em funcdo das concentracdes de acido 3-indolbutirico — AIB (O;
1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™) das solugdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua
destilada, v/v) em que foram, previamente, imersas por 10s, nas diferentes coletas e
independentemente da avaliacdo ter sido efetuada aos 30 ou aos 60 dias apds a
aplicacao dos tratamentos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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Ainda em relagdo a formacéo de calos, nas coletas 2 e 3, foram observadas
diferencas significativas entre os periodos de avaliacdo, sendo mais expressiva a
formacéo de calos aos 60 dias, diferentemente do que foi observado na coleta 1, em
que, aos 30 dias, a formacéo de calos ja ocorrera de maneira mais intensa (Tabela
17). Esses resultados podem ser decorrentes do balanco hormonal que se
estabeleceu nas miniestacas por ocasido das coletas que ocorreram em periodos
distintos e, provavelmente, resultaram em propagulos com variados teores
endogenos de hormonios, 0s quais, em contato com a aplicacao da auxina exogena,
promoveram resultados diferenciados. Em miniestacas de vassourdo-branco
(Piptocarpa angustifélia), em funcdo de um grande numero de miniestacas
apresentarem formacédo de calos, o periodo de permanéncia em casa de vegetacao
foi ampliado para 90 dias, no intuito de promover a formacao de raizes. No entanto,
ocorreu a morte dos propagulos sem que fosse obtido o resultado esperado
(FERRIANI et al., 2011). Entretanto, no presente estudo, com Peltophorum dubium,
apesar de ter sido observada intensa formacdo de calos nas miniestacas, essas
estruturas parecem néo ter interferido de maneira negativa na formacéao de raizes, ja

que, em geral, se observou a presenca das duas estruturas simultaneamente.

Tabela 17 — Formacao média de calos (%) em miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, em funcdo da interacao entre as diferentes coletas e o periodo
de avaliacdo (em dias), apOs tratamentos de imersdo em solug¢do hidroalcodlica
(50% etanol, 50% agua destilada, v/v) de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000
ou 4.000 mg.L™) independentemente da concentracdo utilizada. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Dias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média (%)
30 78,00 a* C 5525 a B 4286 a A 55,29
60 77,00 a A 91,80 b B 7253 b A 81,07
Média (%) 77,5 73,63 57,69 68,21
AS** 0,96

* médias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = 1= FC)’ em que Fc= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.
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Em relacdo ao numero de folhas houve interacdo entre os fatores coleta e
concentracbes de AIB (p=0,000; AS=0,93); entre coleta e dias de avaliacéo
(p=0,0008; AS=0,93) e, também, entre dias de avaliacdo e as concentracdes de AIB
avaliadas (p=0,0278; AS= 0,82). Tanto aos 30 quanto aos 60 dias, observou-se um
decréscimo no numero de folhas com o aumento nas concentracdes de AIB (Figura
20), semelhantemente ao que foi observado nas coletas 1 e 2 (Figura 21). Na coleta
3, o numero de folhas em relacdo as concentracdes de AIB ajustou-se a um
comportamento quadratico, sendo que o numero maximo de folhas ocorreria com a
utilizacdo de 1.428 mg L™ de AIB, de acordo com o célculo da MET. Tanto aos 30
guanto aos 60 dias, as miniestacas oriundas da coleta 2 revelaram-se superiores
aguelas das coletas 1 e 3 quanto ao numero de folhas (Tabela 18). No entanto,
somente na coleta 3 o periodo de avaliacéo diferiu significativamente, sendo obtido
maior numero de folhas aos 30 dias.

A presenca de folhas e de brotacdes no propagulo vegetativo € importante
para o processo de enraizamento, o que se deve a producdo e translocacdo de
substancias como carboidratos durante a fotossintese, bem como a sintese de
auxinas responsaveis pelos efeitos correlatos no enraizamento, o que pode
aumentar sua sobrevivéncia e a probabilidade de formacéo de raizes (DIAS et al.,
2012; HARTMANN et al., 2002; VALERI et al., 2012).
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Figura 20 — N° médio de folhas em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcdo da concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000
ou 4.000 mg L™) das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada, v/v)
em que foram, previamente, imersas por 10s, Independentemente da coleta, na
avaliacdo efetuada aos 30 e aos 60 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Santa
Maria, RS, UFSM, 2013.
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Figura 21 — N° médio de folhas em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcdo da concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000
ou 4.000 mg L™) das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada, v/v)
em que foram, previamente, imersas por 10s, em funcdo da coleta e
independentemente da avaliacdo ter sido efetuada aos 30 ou aos 60 dias apds a
aplicacao dos tratamentos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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Tabela 18 — N° médio de folhas em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcéo da interacdo entre as diferentes coletas e o periodo de avaliacdo
(em dias), apos tratamentos de imersédo em solucéo hidroalcodlica (50% etanol, 50%
agua destilada, v/v) de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™
em que foram, previamente, imersas por 10s. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Dias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média
30 1,56 a* B 1,75 a A 1,40 a B 1,58
60 1,49 a B 1,89 a A 1,13 b C 1,5

Média 1,52 1,82 1,27 1,54

AS** 0,93

* médias seguidas de letras minlsculas diferentes na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acurécia Seletiva) = Y1~/ FC) e que Fe= valor de F

calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 =
baixa.

4.3.3 Produtividade do minijardim clonal

Para a produtividade do minijardim clonal houve efeito significativo das
coletas (p=0,000; AS=0,98), sendo que a ultima coleta foi superior as demais em
relacdo ao numero de miniestacas produzidas (Tabela 19). O numero de
miniestacas produzidas por minicepa ainda ndo pode ser considerado satisfatorio
pois € inferior ao que vem sendo obtido para outras espécies florestais, a exemplo
de vassourdo-branco (Piptocarpha angustifolia) com valores variando de 1,1 a 3,2
brotagbes por minicepas em sistema semi-hidropbénico (FERRIANI et al., 2011),
leiteiro (Sapium glandulatum) com 1,4 a 2,2 miniestacas por minicepas em sistema
de tubetes (FERREIRA et al., 2010) e de corticeira-do-mato (Erythrina falcata) com
2,9 e 1,3 miniestacas por minicepa por coleta, em canaletdo e tubetes
respectivamente (CUNHA et al., 2008). No entanto, a continuidade de producéo de
novas brotacdes ao longo das coletas indica que a espécie adaptou-se bem ao
sistema e pode ser promissora para a producédo de mudas via miniestaquia.

A menor producdo de miniestacas por minicepa ocorreu na primeira coleta,
semelhantemente ao que foi observado na miniestaquia de cedro rosa (Cedrella
fissilis), onde foram obtidas, em média, 1,3 miniestaca por minicepa em cada coleta

(XAVIER et al., 2003). Esse resultado foi atribuido ao fato de que na primeira coleta
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a minicepa ainda ndo se encontrava com a sua formacgao ideal, ou seja, com maior
namero de gemas capazes de produzir miniestacas. O mesmo foi relatado na
miniestaquia de cedro australiano (Toona ciliata) onde, apos a primeira coleta, com a
quebra da dominancia apical houve estimulo a brotacdo das minicepas (SOUZA
et al., 2009). Apds a decepa, as gemas dormentes tornam-se reativas, resultando
em maior estimulo ao crescimento (SILVA et al., 2012; WENDLING; JUNIOR, 2003).
Na miniestaquia de aracgazeiro (Psidium cattleyanum) e goiabeira (Psidium guajava)
também ocorreu a menor producdo de miniestacas na primeira de sete coletas, a
qual foi associada ao menor acimulo de reservas no inicio de cultivo (ALTOE et al.,
2011(b)).

A diferenca na produtividade das minicepas de Peltophorum dubium pode
estar relacionada, ainda, a sazonalidade, uma vez que a ultima coleta foi realizada
na primavera e ha relatos de que o aumento da producdo de miniestacas em
determinado periodo pode estar associado a elevacédo da temperatura (FERRIANI et
al., 2011; SILVA et al.,, 2012), a qual proporciona condi¢cdes fisiolégicas mais
favoraveis ao crescimento e desenvolvimento das brotagfes (CUNHA et al., 2008).
Este efeito tem sido observado, por exemplo, em clones de Eucaliptus benthamii x
E. dunnii onde foi avaliada a producédo de miniestacas nas quatro estacdes do ano,
com destaque de producédo de miniestacas na primavera e no verdo (BRONDANI,
2008). Resultado semelhante foi observado na miniestaquia de leiteiro (Sapium
glandulatum), no entanto, a estacdo de maior producdo de miniestacas néo coincidiu
com a estagcdo mais promissora para o enraizamento adventicio das miniestacas,

gue ocorreu de maneira mais satisfatéria no inverno (FERREIRA et al., 2010).
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Tabela 19 — Produtividade (n°® médio de miniestacas coletadas por minicepa) de
minicepas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert mantidas em casa de
vegetacdo, em vasos flexiveis com capacidade para 4L, contendo uma mistura de
substrato McPlant Misto® - Classe “A” (casca de pinus, corretivo de acidez e
fertilizantes minerais) e Carolina Soil® (turfa, vermiculita, calcario, NPK e casca de
arroz) na proporcédo 1:1 (v/iv) em funcéo das diferentes coletas, data das coletas,
estacdo do ano e intervalo entre coletas. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Produtividade

Coleta Data Estacdo do ano Dias entre coletas (N° miniest/minicepa)

1 09/05/2012 Outono 56 0,55¢c*

2 18/06/2012 Outono 40 0,95b

3 07/08/2012 Inverno 50 0,96 b

4 04/09/2012 Inverno 28 1,03 b

5 24/10/2012 Primavera 50 1,03 b

6 19/12/2012 Primavera 56 1,2 a
Média 0,95
AS** 0,98

* médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor

resultado. ** AS (Acurécia Seletiva) = V1-@/Fe) , em que Fc= valor de F calculado. AS 20,9 = muito
alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e < 0,5 = baixa.

4.3.4 Aclimatizacdo de mudas de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert

produzidas via miniestaquia

Em todas as varidveis avaliadas no presente ensaio, 0os valores de acuracia
seletiva (AS), estatistica que mede a precisao do experimento, foram altos (entre 0,7
e 0,9) ou muito altos (> 0,9), indicando que os dados obtidos sédo confiaveis.

Para a variavel sobrevivéncia houve interacdo entre os fatores dias de
avaliacdo e concentracbes de AIB (p=0,000; AS= 0,89); coleta e concentracbes
(p=0,000; AS=0,95); e coleta e dias de avaliagao (p=0,0031; AS=0,87). De maneira
geral, apesar de ter ocorrido um decréscimo nas porcentagens de sobrevivéncia em
decorréncia, simultaneamente, do periodo de avaliacdo (Figura 22) e do aumento
nas concentracoes de AIB a que as miniestacas foram submetidas durante o periodo

de enraizamento em casa de vegetagcdo, estes resultados podem considerados
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satisfatorios, uma vez que foram obtidas médias superiores a 75% de sobrevivéncia

das mudas.
105 30 dias
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R2=1
100
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Figura 22 — Sobrevivéncia média (%) de miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, durante o periodo de aclimatizacdo em casa de vegetagdo, em
funcdo da interacdo entre a concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000;
2.000 ou 4.000 mg L™), das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% &gua
destilada, v/v) em que foram, previamente imersas por 10s, e do periodo de
avaliacdo (30, 60 ou 90 dias) independentemente do periodo de coleta das
miniestacas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Em relacdo as coletas, foram obtidas maiores porcentagens de sobrevivéncia,
durante a aclimatizacdo, para as mudas oriundas das coletas 1 e 3 (Figura 23),
sendo que o ponto de MET para a coleta 1, a Unica que apresentou ajuste a uma
equacdo quadratica, seria a 1.928 mg L™ de AIB. Para as mudas oriundas da coleta
2, houve um decréscimo na sobrevivéncia das mudas em funcdo do aumento nas
concentracbes de AIB, da mesma maneira que foi observado com o aumento no
periodo de aclimatizacdo (Tabela 20). Para as demais coletas, as porcentagens de
sobrevivéncia das mudas néo diferiram significativamente ao longo dos 30, 60 ou 90

dias de avaliagao.
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Figura 23 — Sobrevivéncia média (%) de miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, durante o periodo de aclimatizacdo em casa de vegetacdo, em
funcdo da interacdo entre a concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000;
2.000 ou 4.000 mg L™), das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% &gua
destilada, v/v) em que foram, previamente imersas, por 10s, e da coleta,
independentemente do periodo em que foi efetuada a avaliacdo. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Tabela 20 — Sobrevivéncia média (%) de miniestacas de Peltophorum dubium
(Sprengel) Taubert, em funcdo da interacdo entre as diferentes coletas e o periodo
(em dias) de aclimatizacdo em casa de vegetacdo, independentemente da
concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB (0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L) das
solucbes hidroalcodlicas (50% etanol, 50% agua destilada, v/v) em que foram,
previamente, imersas por 10s. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Dias Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Média (%)
30 96,77 a* A 97,67 a A 98,75 a A 97,78
60 9850 a A 93,08 b B 100,00 a A 96,17
90 100,00 a A 86,92 c B 100,00 a A 93,36

Média (%) 98,42 92,54 99,52 95,81
AS** 0,87

* médias seguidas de letras minlsculas diferentes na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra

“a” refere-se ao melhor resultado. ** AS (Acuracia Seletiva) = vi-@/ FC), em que Fc= valor de F
calculado. AS 20,9 = muito alta; AS entre 0,7 e 0,9 = alta; AS entre 0,5 e 0,7 = moderada; e £ 0,5 =
baixa.
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Para as variaveis numero de folhas (p=0,0009; AS=0,80), altura (p=0,0004;
AS= 0,81) e diametro do colo (p=0,0063; AS=0,75) houve interacdo entre os trés
fatores estudados, periodo de coleta, concentracdo de AIB e dias de avaliagdo. Em
todas estas variaveis, observou-se que as curvas, em relacdo as concentracdes de
AIB, foram deslocadas, com o passar do tempo, indicando que houve incremento
nessas variaveis e, consequentemente crescimento das mudas aclimatizadas.

Em relacdo ao numero de folhas (Figura 24), nas mudas produzidas a partir
de miniestacas oriundas da coleta 1, aos 30 e 60 dias, observou-se comportamento
quadratico decrescente em relagdo as concentracdes de AIB, sendo que o numero
minimo de folhas seria obtido a 3.500 mg L™ e 2.750 mg L™ de AIB respectivamente.
Aos 90 dias houve mudanca nesse comportamento e o numero de folhas observado
distribuiu-se uniformemente ao longo das concentracbes de AIB. Nas mudas
produzidas a partir de miniestacas oriundas da coleta 2 observou-se comportamento
linear decrescente do nimero de folhas com o aumento nas concentracdes de AlB,
em todos os periodos avaliados. Nas mudas produzidas a partir de miniestacas
oriundas da coleta 3, observou-se comportamento semelhante a coleta anterior, com
excecao da avaliacdo realizada aos 90 dias, em que se observou maior nimero de

folhas nas concentracdes 1.000 mg L™ de AIB e 4.000 mg L™ de AIB.
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Figura 24 — N° médio de folhas em miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcéo da interacdo entre a concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB
(0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™, das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50%
agua destilada, v/v) em que foram, previamente imersas, por 10s, a coleta e o
periodo de aclimatizacdo em casa de vegetagdo. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Para o diametro do colo das mudas aclimatizadas, oriundas da coleta 1, aos
30 e 90 dias, observou-se um comportamento quadratico negativo (Figura 25) em
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que o menor diametro, obtido a partir de célculo, seria obtido com a utilizacdo de
3.016 mg L* e 3.750 mg L™ de AIB respectivamente. Aos 60 dias, observou-se
comportamento linear decrescente do diametro das mudas aclimatizadas com o
aumento nas concentracfes de AIB. Nas mudas provenientes da coleta 2, aos 30 e
60 dias, observou-se um comportamento quadratico do didmetro em relagdo as
concentracdes de AIB, sendo que os valores méaximos seriam obtidos a 1.520 mg L™
e 714 mg L™ de AIB, respectivamente, de acordo com o célculo da MET. No entanto,
aos 90 dias, observou-se um comportamento linear decrescente com o0 aumento nas
concentragbes de AIB. Resultados semelhantes foram obtidos para as mudas
aclimatizadas originarias da coleta 3, no entanto, o comportamento quadratico
observado aos 30 e 60 dias foi negativo, sendo que 0s menores diametros seriam
obtidos nas concentracées 1.167 mg L™ e 1.333 mg L™ de AIB respectivamente. Aos
90 dias, observou-se um comportamento linear crescente do diametro do colo das

mudas aclimatizadas com o aumento nas concentragdes de AIB.
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Figura 25 — Diametro médio (mm) de miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcéo da interacdo entre a concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB
(0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™, das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50%
agua destilada, v/v) em que foram, previamente imersas, por 10s, do periodo de
coleta e das avaliacbes efetuadas aos 30, 60 ou 90 dias de aclimatizacdo em casa
de vegetacdo. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

No que se refere a altura das mudas aclimatizadas (Figura 26), naquelas

produzidas a partir de miniestacas oriundas das coletas 1 e 2, observou-se, aos 30
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dias, um comportamento quadratico em relacdo as concentracbes de AIB, em que
seriam obtidas mudas maiores nas concentragdes 150 mg L™ de AIB e 1.250 mg L™
de AIB respectivamente. Em ambos os casos, ainda, mas referente aos 60 e 90
dias, observou-se um comportamento linear decrescente em que, nas maiores
concentracbes de AIB, foram observadas mudas com as menores alturas. No
entanto, na coleta 3, observou-se um comportamento oposto em que, aos 30 e 60
dias, o aumento nas concentracdes de AIB resultou em um pequeno incremento na
altura das mudas. No entanto, aos 90 dias, observou-se comportamento quadratico

em que mudas maiores seriam obtidas na concentracéo 2.625 mg L™ de AIB.
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Figura 26 — Altura média (cm) de miniestacas de Peltophorum dubium (Sprengel)
Taubert, em funcéo da interacdo entre a concentracdo de acido 3-indolbutirico — AIB
(0; 1.000; 2.000 ou 4.000 mg L™, das solucdes hidroalcodlicas (50% etanol, 50%
agua destilada, v/v) em que foram, previamente imersas, por 10s, do periodo de
coleta e das avaliagcbes efetuadas aos 30, 60 ou 90 dias de aclimatizagdo em casa
de vegetacdo. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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As caracteristicas de uma muda de boa qualidade podem variar entre
espécies, de acordo com o material genético utilizado e a técnica de propagacao
adotada. No entanto, para o padrdo de mudas clonais de Eucalyptus, produzidas via
miniestaquia, o0s critérios para selecdo de mudas incluem altura entre 20 e 40 cm,
diametro do coleto igual ou superior a 2 mm, quatro ou mais pares de folhas,
sistema radicular contendo, pelo menos, quatro raizes, bem distribuidas e com
presenca de radicelas, sem enovelamento. Além disso, devem ser considerados 0s
aspectos de sanidade, rusticidade e integridade das mudas e, em um intervalo de 70
a 90 dias, as mudas devem ser expedidas para o campo (ALFENAS et al., 2009).

Na miniestaquia e microstaquia de trés clones de Eucalyptus, em que as
miniestacas foram tratadas com 0, 1.000, 2.000 ou 4.000 mg L™ de AIB, ndo foram
observadas diferencas entre as concentracdes de AIB no momento de avaliacdo do
crescimento das mudas produzidas, aos 50 dias. No entanto, o0s clones
apresentaram crescimento diferenciado, sendo que o diametro de coleto das mudas
variou entre 1,5 e 2,5 mm e a altura, entre 10 a 20 cm, dependendo do clone (TITON
et al., 2003). Essa diferenca entre clones também foi observada na miniestaquia de
llex paraguariensis (erva-mate), porém para o numero de folhas, que variou entre
2,7 e 4,8, aos 150 dias (BRONDANI et al., 2008). Na miniestaquia de aracazeiro
(Psidium guineense e Psidium cattelyanum) e goiabeira (Psidium guajava), o0 nimero
de folhas e a altura das mudas que permaneceram 62 dias no leito de enraizamento,
no momento da repicagem, variaram de 5,75 a 8,25 e de 14,42 cm a 29,24cm
respectivamente. O didmetro do caule, medido a cada 15 dias, até os 140 dias ap6s
a repicagem, aumentou gradativamente em funcdo do tempo, partindo de 2 mm no
inicio e atingindo 8 mm ao final das avaliagdes (ALTOE et al., 2011(b)).

Em Peltophorum dubium, no presente estudo, de maneira geral, aos 90 dias
as mudas apresentaram em torno de 3 pares de folhas e didmetro do coleto superior
a 2mm. No que se refere a altura das mudas, naquelas oriundas das coletas 1 e 2, a
altura nao foi superior a 12 cm, enquanto que, nas mudas provenientes da coleta 3,
a altura atingida foi superior a 20 cm. Deve-se considerar, no entanto, que se trata
de uma espécie lenhosa nativa, ndo melhorada e com estudos incipientes quanto a
sua propagacéao via assexuada, o que dificulta o estabelecimento de padrbes. O que
se observou nas mudas produzidas é que se apresentaram bastante vigorosas e
com sinais de adequado crescimento e desenvolvimento, bem como demonstraram

estar adaptadas as condicbes em que estavam sendo cultivadas, o que foi
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evidenciado pelo incremento em altura, didmetro e nimero de folhas ao longo das
avaliagOes. Esses resultados permitem inferir, inicialmente, que o sistema radicular
formado foi capaz de suprir e sustentar as mudas produzidas. No entanto, seriam
necessarias avaliacdes do sistema radicular no momento de expedicdo das mudas

para comprovar a qualidade das raizes formadas.

4.4 Conclusdes

- A formacédo de raizes adventicias em miniestacas de Peltophorum dubium
ocorre mesmo sem a utilizacéo de AIB e, ha maioria das vezes, é acompanhada pela
formacgéo de calos na base das miniestacas. No entanto, concentracfes até 2.000
mg L™ da auxina mostram-se benéficas & formacdo de raizes, a qual ocorre de
maneira satisfatoria em um periodo de 60 dias em casa de vegetacao.

- E possivel obter raizes em miniestacas de Peltophorum dubium apds
sucessivas coletas sem a adi¢cdo de auxina. No entanto, a partir da primeira coleta, a
formacao de raizes é incrementada com a utilizacdo de até 2.000 mg L™ de AIB.

- A manutencdo da produtividade das minicepas de Peltophorum dubium ao
longo de sucessivas coletas, apesar de nao atingir valores satisfatérios, indica que a
espécie tem potencial para a producdo de mudas via miniestaquia.

- A sobrevivéncia das mudas produzidas via miniestaquia e seu posterior
desenvolvimento, ao longo do periodo de aclimatizagdo em casa de vegetacao,
indicam que a miniestaquia € uma técnica viavel de producdo de mudas de

Peltophorum dubium.



CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho trouxe importantes contribuicbes para a propagacao
vegetativa de Peltophorum dubium. A utilizacdo do meio nutritivo WPM reduzido a
metade da sua concentracdo de sais (WPM/2), acrescido de 30 g L™ de vermiculita e
na presenca de 7 g L™ de &gar possibilita que ocorra a formacdo de raizes em
brotacdes de Peltophorum dubium mesmo sem a utilizacdo de auxina exdégena. No
entanto, na presenca de AIB, ocorre maior formacdo de raizes e a presenca de
raizes secundarias. Além disso, nessa condicdo, o uso de sacarose € dispensavel e
resulta em melhor qualidade do sistema radicular em Peltophorum dubium. As
meédias obtidas para a formacéao in vitro de raizes ainda séo relativamente inferiores
em comparagdo ao que tem sido registrado em outras espécies na
micropropagacao. No entanto, por se tratar de uma espécie florestal que ainda
carece de informacdes quanto a producédo de mudas via assexuada, 0s resultados ja
podem ser considerados promissores e constituem um grande avanc¢o para o cultivo
in vitro da espécie. Sdo necessarios estudos adicionais visando otimizar a fase de
enraizamento e sua subsequente aclimatizacdo no que se refere ao percentual de
raizes formadas e ao tempo necessario para a producdo de mudas
micropropagadas.

No que se refere a miniestaquia, as altas percentagens de enraizamento das
miniestacas, a formacdo de raizes em miniestacas mesmo sem a necessidade de
auxina exdégena, a produtividade das minicepas nas sucessivas coletas e o
desempenho satisfatorio das mudas produzidas durante a aclimatizacdo, revelam
gque a miniestaquia a partir de material juvenil é uma técnica viavel para a
propagacdo de Peltophorum dubium. No entanto, assim como para a
micropropagacéao, estudos adicionais devem ser desenvolvidos visando a diminuicao
no tempo de producdo das mudas, além de estudos sobre a viabilidade da técnica

na producdo de mudas em todas as esta¢des do ano.
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Capitulo |
Metodologia Rizogénese in vitro e aclimatizagcdo de brotacfes de Peltophorum dubium (SPRENGEL) TAUBERT
. L ) - Efeito AIB em Efeito sacarose, AIB e | Aclimatizacdo experim.
Efeito do AIB Aclimatizacéo Meios nutritivos e AlIB WPM/2 agar Sacarose, AlB e agar
Delineamento experimental pict DIC DIC DIC DIC DIC
Arranjo fatorial Unifatorial Bifatorial Bifatorial Bifatorial Bifatorial Unifatorial
Combinacgdes entre
concentragdes de
sacarose (0,150u30g
-1 L™ ), auséncia ou
MS, MS/2, WPMou |0, 10 ou 20 uM 0,150u30gL presenga de AIB (0 ou
0, 5,10 ou 20 pM sacarose P
0, 5, 10 ou 20 uM AIB WPM/2 AIB 10 uM) e auséncia ou
Tratamentos AIB Dias de cultivo (7, s de cult 0 ou 10 pM AIB presenca de agar éo ou
14 e 21 dias) O ou 10 pM Dias de cultivo (30 gL ) n fase de
AIB ou 60 dias) 0 ou 70 L™ agar enraizamento in vitro
9 9 (excetuando-se o
tratamento com10 uM
AIB, 30 g L™ sacarose,
sem agar)
Total de tratamentos 4 12 8 6 12 11
N° de RepeticBes 10 20 10 7 6 Variavel (no minimo 3
por tratamento)
Explante (s) Brotacdes Brotacdes Brotacbes Brotacgtes Brotag6es multiplicadas | Brotagfes enraizadas in
P multiplicadas in vitro | enraizadas in vitro multiplicadas in vitro | multiplicadas in vitro in vitro vitro
Meio nutritivo MS+ 30gL™ Vermiculita + Mc | Conforme tratamento | WPM/2+30g L™ WPM/2 +30g L™ Vermiculita + Mc Plant
vermiculita Plant (1:1, viv) +30g L™ vermiculita vermiculita vermiculita (1:1, viv)
Avaliacdo efetuada ao(s) 35 dias 7,14 e 21 dias 30 dias 30 e 60 dias 30 e 60 dias Semanal (até 56 dias)
Sobrevivéncia (%)
Form. de raizes (%)
o o Sobrevivéncia (%) Form. de raizes (%) | N°raizes
0, 0,
Variaveis-resposta g(;:)()r;e\z:)\/isnma (%) E‘jtf’gler:’;‘f”“a (%) Calos (%) Comp. Raizes (cm) | Comp. Raizes (cm) Sobrevivéncia (%)
analisadas P Formacio de raizes | N° folhas Form. de raizes (%) Raizes sec (%) Raizes sec (%) N° folhas
(%) & senescentes Comp. Raizes (cm) Calos (%) Calos (%) N° folhas senescentes
0 Ne folhas N° folhas

N° folhas senescentes
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