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RESUMO

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

MICROPROPAGAC}AO E ANALISE DA ANATOMIA FOLIAR DE Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos
AUTORA: ALINE FERREIRA PAIM
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Data e local da defesa: Santa Maria, 25 de julho de 2014.

Handroanthus chrysotrichus € uma espécie florestal nativa do Brasil, que apresenta
diversos aspectos importantes tanto sob o ponto de vista econémico, pela producao
de produtos madeiraveis, como, também, ecologicamente, uma vez que é indicada
para a recuperacdo de areas degradadas e de preservacdo permanente. As
sementes desta espécie apresentam problemas referentes a perda da viabilidade
guando submetidas ao armazenamento. Sendo assim, a micropropagacao emerge
como uma alternativa de propagacdo para a espécie. No entanto, algumas
caracteristicas inerentes as plantas cultivadas in vitro podem promover alteraces
fisiolégicas e anatdbmicas nos tecidos mantidos nessas condi¢des. Desse modo, 0
objetivo deste estudo foi avaliar aspectos relacionados a micropropagacdo e a
anatomia foliar de H. chrysotrichus. Primeiramente, foram realizados testes de
sanidade e germinacdo nas sementes provenientes de diferentes lotes desta
espécie. Ja4 para a multiplicacdo in vitro de explantes de H. chrysotrichus foram
testadas diferentes fontes e concentracdes de citocininas combinadas ou ndo a
auxina, bem como a influéncia da execucéo de sucessivos subcultivos nas taxas de
multiplicacdo. Também foram avaliados aspectos relacionados a senescéncia foliar
de brotacBes desta espécie conservadas in vitro em meio nutritivo WPM. Em relacdo
ao enraizamento in vitro, testaram-se diferentes concentracdes de Acido 3-
Indolbutirico - AIB combinadas a presenca ou auséncia de vermiculita no meio
nutritivo 2WPM e, posteriormente, avaliou-se a aclimatizacdo ex vitro das plantas
micropropagadas. Por fim, foi realizado o ensaio visando comparar a anatomia foliar
de plantas de H. chrysotrichus cultivadas in vivo, in vitro ou aclimatizadas. Os lotes
de sementes de H. chrysotrichus apresentaram diferengas na qualidade sanitaria e
capacidade geminativa das sementes. Na multiplicacdo in vitro de H. chrysotrichus,
0 uso de citocininas foi considerado dispensavel. Foram obtidas elevadas taxas de
multiplicacéo in vitro em H. chrysotrichus, quando considerada a formacao in vitro de
gemas. Quanto a senescéncia foliar, a espécie demonstrou grande potencial,
podendo permanecer longos periodos no mesmo meio nutritivo. Houve rizogénese in
vitro em mais de 50% das brotacbes cultivadas na presenca de vermiculita,
independentemente das concentragbes de AIB. Nao foi possivel promover a
aclimatizacdo das plantas micropropagadas de maneira satisfatoria, sendo que
apenas 7,12% das mudas sobreviveram. Foram verificadas diferengas na anatomia
foliar de plantas desenvolvidas in vivo, in vitro ou aclimatizadas. Os resultados
obtidos poderao contribuir com informacdes a respeito de H. chrysotrichus quanto a
aspectos relacionados ao seu cultivo in vitro e anatomia foliar dos tecidos cultivados
em diferentes ambientes.

Palavras-chave: Ipé-amarelo. Taxa de multiplicagdo. Senescéncia foliar.






ABSTRACT

Doctor Thesis
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Universidade Federal de Santa Maria

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos MICROPROPAGATION
AND LEAF ANATOMY ANALYSIS

AUTHOR: ALINE FERREIRA PAIM
ADVISOR: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Date and Place of defense: Santa Maria, RS, July 25™, 2014,

Handroanthus chrysotrichus is a Brazilian native forest species which presents
several important aspects both under the economic and ecological points of view,
because its ability to provide timber products as well as for being indicated for
degraded and permanent preservation areas recovery. Its seeds present problems
concerning loss of viability when subjected to storage. This way, micropropagation
emerges as an alternative for the species propagation. However, some
characteristics inherent in in vitro grown plants may promote physiological and
anatomic changes in tissues under that condition. Thus, the aim of this study was to
evaluate aspects related to micropropagation and leaf anatomy of H. chrysotrichus.
Firstly, health and germination tests were applied to seeds from different lots of that
species. As for in vitro multiplication of H. chrysotrichus explants, different sources
and concentrations of cytokines combined or not with auxin were tested, as well as
the influence of successive subculture execution on multiplication rates. Aspects
concerning leaf senescence of sprouts maintained in vitro in Woody Plant Medium
(WPM) were also assessed. Concerning rooting in vitro, different concentrations of 3-
Indolebutyric acid (IBA) combined with the presence or absence of vermiculite in %2
WPM were tested and, later, the ex vitro acclimatization of plants micropropagated
was assessed. Finally, the test was conducted in order to compare the leaf anatomy
of H. chrysotrichus plants grown in vivo, in vitro and acclimatized. The seed lots of H.
chrysotrichus showed differences in health quality and geminal capacity of the seeds.
As for in vitro multiplication of H. chrysotrichus, the use of cytokinins was not
considered necessary. High rates of in vitro multiplication were obtained, when
considered in vitro formation of buds. As for leaf senescence, the species showed
great potential, remaining long periods in the same nutrient medium. There was
rooting in vitro in more than 50% of the shoots cultivated in the presence of
vermiculite, regardless IBA concentration. It was not possible to satisfactorily promote
the acclimatization of micropropagated plants, as only 7.12% of the seedlings
survived. Differences in leaf anatomy of plants grown in vivo, in vitro or acclimatized
were verified. The results can contribute with information about H. chrysotrichus,
concerning aspects related to its in vitro culture and leaf anatomy of the tissues
grown in different environments.

Keywords: Ipe. Multiplication rate. Leaf senescence.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um territorio privilegiado quanto aos recursos naturais
que possui. O territério brasileiro abriga em torno de 20% do numero total de
espécies do planeta e apresenta a mais diversa flora do mundo, possuindo mais de
55 mil espécies descritas (22% do total mundial) (BRASIL, 2014). No entanto,
apesar da rica biodiversidade, grande parte das atividades agricolas e florestais
estdo baseadas em espécies exoticas. Sendo assim, o Ministério do Meio Ambiente
aponta para a necessidade de intensificacdo dos investimentos na busca de melhor
aproveitamento da diversidade natural que o pais dispbe. A exemplo disso, Projeto
Plantas do Futuro, que esta sendo desenvolvido para todas as regifes do territorio
nacional, visa a correta identificacdo e divulgacédo de informacdes sobre as espécies
da floral local, de importancia econémica ou potencial, para ampliar sua utilizacéo
nas suas regides de origem (CORADIN et al., 2010). Dentre as diversas espécies
nativas que sao citadas neste projeto, para a regiao sul, Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos esta incluida, destacando-se a sua importancia paisagistica
e ornamental, sendo indicada para a utilizacdo na arborizacdo urbana (BORGO et
al., 2011). Adicionalmente, esta espécie apresenta inumeras caracteristicas de
importancia econdmica e silvicultural, sendo que sua madeira pode ser utilizada para
serraria, laminacéo e industria moveleira (SOUZA et al., 2005). Também é registrada
sua relevancia quanto aos aspectos ecolégicos, podendo ser usada na
recomposicdo de matas ciliares, recuperacdo de areas degradas e de preservagao
permanente (CARVALHO, 2008).

De maneira geral, espécies do género Handroanthus tém sido propagadas,
basicamente, por sementes (FERREIRA et al.,, 2004). Porém, apesar de H.
chrysotrichus produzir grande quantidade de sementes, estas apresentam curta
longevidade natural, podendo perder a viabilidade durante o armazenamento,
limitando, assim, sua utilizacdo em viveiros para a producdo de mudas (SOUZA
et al.,, 2005). Dessa forma, a propagacdo vegetativa in vitro constitui-se em uma
alternativa de cultivo para a espécie.

A cultura de tecidos vegetais, por meio da micropropagacdo, tem sido

utilizada em muitas espécies lenhosas que apresentam algum problema relacionado
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a propagacdo pela via seminal, que, incluem, além de perda de viabilidade quando
armazenadas, as sementes podem apresentar dorméncia tegumentar, baixa
porcentagem de germinacéo, dificuldades para coleta, ocorréncia de anos com baixa
producéo, dentre outros fatores. Nesse sentido, a propagacgao vegetativa in vitro tem
contribuido de maneira significativa na producdo e conservacao in vitro de muitas
espécies florestais (OLIVEIRA et al., 2013).

A micropropagacdo apresenta inUmeras vantagens, como, por exemplo, a
propagacdo em larga escala, a producéo de plantas com alta qualidade fisiolégica e
sanitaria, a utilizacdo de pequena quantidade de tecido vegetal, a producdo em
espaco e periodo de tempo reduzidos (ULISSES et al., 2010). Por outro lado, as
plantas micropropagadas podem apresentar algumas limitagdes durante o cultivo in
vitro, tais como recalcitrancia aos estimulos a que sdo submetidas, oxidacéo fendlica
dos tecidos, senescéncia foliar, dificuldades de enraizamento in vitro e aclimatizacéo
das mudas desenvolvidas in vitro (OLIVEIRA et al., 2013; XAVIER et al., 2013;
BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010). Adicionalmente, espécies mantidas sob
condi¢cdes in vitro estdo sujeitas a sofrer alteracbes de natureza morfoldgica,
fisiologica e anatdbmica, as quais, também, podem influenciar o desenvolvimento in
vitro, bem como o processo de aclimatizacdo das plantas micropropagadas e,
consequentemente, podendo diminuir as taxas de sobrevivéncia ex vitro (ABBADE
et al., 2009; DOSSEAU et al., 2008).

Em decorréncia dos aspectos mencionados, e aliados a escassez de
informagdes a respeito de H. chrysotrichus, o presente estudo teve como objetivo
geral avaliar aspectos relacionados a micropropagacdo e a anatomia foliar de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos. Dessa maneira, o trabalho esta
organizado em cinco capitulos, que serdo apresentados na sequéncia descrita a
seqguir:

¢ No capitulo I, foi avaliada a qualidade sanitaria e a capacidade germinativa
de dois lotes de sementes de H. chrysotrichus.

e No capitulo Il, foram realizados diversos ensaios para avaliar a
multiplicacdo in vitro de explantes de H. chrysotrichus, submetidos a
diferentes fontes e concentracdes de citocininas combinadas ou ndo a
auxina, bem como a influéncia da realizacdo de subcultivos sucessivos em

relacédo as taxas de multiplicacéo in vitro.
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No capitulo Ill, foi avaliada a senescéncia foliar de brotagdes de H.
chrysotrichus conservadas in vitro.

No capitulo 1V, foi analisada a rizogénese in vitro de brotacbes de H.
chrysotrichus, por meio da realizagcédo de ensaios, nos quais avaliaram-se 0
efeito de diferentes concentracbes de Acido 3-Indolbutitico (AIB)
combinado a presenca ou auséncia de vermiculita no meio nutritivo, bem
como a posterior aclimatizacdo ex vitro das plantas micropropagadas.

No capitulo V, foi avaliada comparativamente a anatomia foliar de

brotacdes de H. chrysotrichus mantidas in vivo, in vitro ou aclimatizadas.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A espécie — Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos € uma espécie florestal
que ocorre naturalmente no Brasil (CARVALHO, 2008), assim como em outros
paises da América do Sul, Africa, Madagascar e Asia (OLMSTEAD et al., 2009).
Popularmente € conhecida como ipé-amarelo e faz parte da familia Bignoniaceae.
Na literatura, ha divergéncias quanto ao namero exato de géneros e espécies
pertencentes a esta familia. Contudo, a maioria dos estudos apontam que ha em
torno de 100 géneros e cerca de 800 espécies, as quais estao divididas, atualmente,
em oito tribos, a saber: Bignonieae, Catalpeae, Colleae, Crescentieae,
Jacarandaeae, Oroxyleae, Tourretticae e Tecomae (OLMSTEAD et al., 2009;
SOUZA; LORENZI, 2008). O Brasil é considerado o centro de diversidade desta
familia, sendo que, aqui, ocorrem trés tribos (Bignonieae, Crescenticae e
Tecomeae), 32 géneros e mais de 300 espécies, além da ocorréncia de alguns
taxons endémicos (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; SOUZA; LORENZI, 2008; SILVA;
QUEIROZ, 2003). No Rio Grande do Sul pode ser encontrada de Torres até a bacia
do Rio dos Sinos (CARVALHO, 2008; BACKES; IRGANG, 2002).

A espécie H. chrysotrichus pertence a tribo Tecomeae, que € considerada a
segunda maior da familia e, em territério brasileiro, ocorrem cerca de nove géneros,
sendo os mais diversos Tabebuia e Jacaranda (PEREIRA; MANSANO, 2008;
GENTRY, 1992). O género Tabebuia, nos ultimos anos, passou por estudos
moleculares e filogenéticos que indicaram ser polifilético e, dessa maneira, apés a
revisdo, houve a divisdo em trés novos géneros (Tabebuia, Roseodendron e
Handroanthus). Em decorréncia disso Tabebuia chrysotricha como era denominada
a espécie, passou a ser Handroanthus chrysotrichus, conforme a nova classificacao
taxonomica (OLMSTEAD et al., 2009; GROSE; OLMSTEAD, 2007).

Trata-se de uma espécie com importancia econdmica, pois sua madeira é
muito dura, flexivel e resistente ao apodrecimento e ao ataque de fungos e cupins,

podendo ser usada para fins nobres, como serraria, laminacéo, industria moveleira,
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entre outros usos (CARVALHO, 2008). No aspecto ecoldgico, também é notada sua
relevancia, pois costuma povoar as beiras dos rios, sendo, portanto, indicada para
recomposicdo de matas ciliares, areas degradadas e de preservacdo permanente
(LORENZI, 2008). Além disso, pode ser amplamente utilizada na arborizacdo urbana
e em projetos paisagisticos de parques e jardins, em funcdo de sua beleza e porte
(WIELEWSKI et al.,, 2002; WIELEWSKI, 2001). Adicionalmente, também, ja foi
verificada, em algumas espécies do género Handroanthus, as atividades bactericida
(PARK et al., 2005), fungicida (PORTILLO et al., 2005), antiofidica (NUNES et al.,
2004) e antitumoral (CHENNA et al., 2001).

Handroanthus chrysotrichus é considerada uma espécie caducifélia, sendo
sua folhagem renovada anualmente. Floresce no periodo de julho a outubro e os
frutos atingem sua maturidade fisiolégica entre os meses de outubro a dezembro,
produzindo grande quantidade de sementes (CARVALHO 2008; LORENZI, 2008;
LORENZI, 1992). De maneira geral, as espécies do género Handroanthus produzem
sementes leves, aladas, com pequenas reservas, e que podem perder a viabilidade
durante o periodo de armazenamento (MORI, 2010; LIMA et al., 2008; CABRAL
et al., 2003; DEGAN et al., 2001; KAGEYAMA; MARQUEZ, 1981). Essa perda de
vigor das sementes € bastante frequente em espécies arboéreas, podendo ser
comumente observada em muitas nativas do Brasil, tais como Tabebuia heptaphylla
(Vell.) Toledo (ipé-roxo) (MARTINS, 2012; MORI, 2010), Jacaranda micranta Cham.
(jacarandd), Myrocarpus frondosus Allemao (cabretva), Psidium cattleyanum Sabine
(araca) (WIELEWICKI et al., 2006), entre outras. Além disso, podem ocorrer anos
com baixa ou nenhuma producdo de sementes, 0 que limita a dispersédo natural
dessas espécies, bem como sua utilizacdo em viveiros para reflorestamento e
comércio de mudas (SOUZA et al., 2005).

Tendo em vista essas limitagbes em relagdo a propagacdo via sementes, a
micropropagacao emerge como uma importante alternativa de propagacao para
essas espécies, além de representar a possibilidade de multiplicagdo em qualquer
época do ano, em espaco de tempo relativamente curto, quando comparado ao ciclo
normal de uma espécie florestal. Em estudo anterior, que tinha como objetivo avaliar
0 estabelecimento e a multiplicagdo in vitro de H. chrysotrichus, foram obtidos
resultados promissores quanto ao seu desenvolvimento in vitro (PAIM, 2011).
Contudo, ainda, sdo escassos 0s estudos no que se refere a micropropagacao
propriamente dita da espécie, fazendo-se necessario ampliar as pesquisas
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relacionadas ao desenvolvimento de técnicas eficientes para sua propagacéo
vegetativa, de modo a obter mudas com alta qualidade fisiolégica e sanitéria.

2.2 Micropropagacdao de espécies lenhosas

A micropropagacédo de espécies florestais nativas do Brasil apresenta enorme
potencial de aplicacdo na multiplicacdo e conservacdo de gendtipos de interesse
(OLIVEIRA et al., 2013). A propagacao vegetativa in vitro, que é uma das técnicas
da cultura de tecidos, tem permitido obter avancos no melhoramento de plantas por
meio da propagacdo clonal de genoétipos superiores, livres de doencas e
independente de fatores sazonais (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010;
SARTORETTO et al., 2008). Esta técnica esta baseada na teoria da totipoténcia
celular, a qual estabelece que todas as células vivas sdo capazes de regenerar um
organismo inteiro, desde que sejam fornecidas as condicbes adequadas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

De maneira geral, a micropropagacao apresenta uma sequéncia de acdes
para o desenvolvimento in vitro de uma cultura. O primeiro estagio envolve a
selecdo, desinfestacdo e introducdo de explantes em meio nutritivo em condi¢cfes
asseépticas, caracterizando o estabelecimento in vitro da cultura. J& no segundo
estagio ocorre o processo de multiplicacdo in vitro do material vegetal, por meio de
sucessivas subculturas em meio nutritivo apropriado para este fim. O terceiro estagio
envolve a transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e,
posterior transplantio para substrato ou solo, sendo este processo denominado
aclimatizacdo (CARVALHO et al.,, 2009; DUTRA et al., 2009; GRATTAPAGLIA;
MACHADO 1998).

O sucesso de um sistema de micropropaga¢do envolve uma série de fatores
gue devem ser controlados, dentre eles estdo antecedentes genéticos, tipos de
tecidos ou explantes, componentes nutricionais, fitorreguladores e ambientes de
cultivo (GIRI et al., 2004). Além disso, diversas outras variaveis podem estar
associadas a micropropagacdo das espécies lenhosas. Dentre estas estdo a
recalcitrancia ao cultivo in vitro, a contaminacdo por microrganismos, a oxidacao

fendlica, a hiperhidricidade ou vitrificacdo, a senescéncia foliar e a variacao
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somaclonal. Muitos desses fatores estdo intimamente relacionados, fazendo com
gue, algumas vezes, um desencadeie o outro.

A recalcitrancia in vitro esta relacionada a dificuldade que algumas espécies
apresentam em responder aos estimulos fornecidos (BERTOZZO; MACHADO,
2010), casos que sdo frequentes em espécieis florestais nativas (XAVIER et al.,
2013). Estes autores ressaltaram, ainda, a contaminagao por microrganismos, seja
ela exdégena ou enddgena, considerando este outro grave problema que, muitas
vezes, limita o estabelecimento in vitro de muitas espécies. Aliado a estes aspectos,
a oxidacado fendlica é um fenbmeno que, também, pode acarretar em prejuizo aos
cultivos in vitro. Esta € responsavel pelo escurecimento na base dos explantes e
pode ser desencadeada no processo de senescéncia ou por injuria dos tecidos
(BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010; BARRUETO CID, 2005). Do mesmo modo, a
vitrificagdo, que é caracterizada como uma desordem fisiolégica e morfoldgica
(KEVERS et al.,, 2004), conferindo aos explantes um aspecto vitreo, folhas
guebradicas e translicidas, pode afetar a propagacao in vitro de espécies lenhosas.
As causas atribuidas para sua ocorréncia sdo, especialmente, a alta concentracéo
de citocininas e a alta umidade relativa nos frascos de cultivo (BARRUETO CID;
TEIXEIRA, 2010; ZIV, 1991). A senescéncia foliar, assim como a vitrificacéo,
também é considerada um desarranjo metabdlico que pode ser influenciado por
diversos fatores, entretanto, € um processo natural relacionado ao ciclo de vida dos
tecidos. Pode ser estimulada pela liberacdo de etileno pelos tecidos vegetais
cultivados in vitro e, de modo geral, esta associada a perda de clorofila, perda de
coloracdo e aumento da respiracéo (BARRIA, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2004). Além dos
fatores jA mencionados, outro fenbmeno que pode ocorrer na cultura de tecidos
vegetais é a variagdo somaclonal, que, por sua vez, pode ser de origem genética ou
epigenética (CORDEIRO, 2010). Diversas causas podem estar associadas ao
surgimento de variantes somaclonais nos tecidos mantidos em condi¢gdes in vitro,
algumas delas podem estar associadas as altas taxas de multiplicacéo e ao estresse
provocado ao material vegetal pela execucédo de sucessivos subcultivos (RIBEIRO,
2012). Em funcdo da sua complexidade, os mecanismos exatos relacionados a
variacdo somaclonal, que se verifica durante a cultura de tecidos, ainda nédo sao
totalmente compreendidos (CALVETE et al., 2009). Adicionalmente, h4 poucos

relatos de ocorréncia deste fendbmeno no cultivo in vitro de espécies florestais.
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De maneira geral, os aspectos elencados anteriormente podem ocorrer em
qualquer fase do cultivo in vitro de espécies vegetais. E, muitas vezes, estao
relacionados a presenca de fitorreguladores que sdo acrescidos aos meios
nutritivos. As citocininas, por exemplo, sdo cotidianamente utilizadas durante a fase
de multiplicacdo in vitro, do mesmo modo que as auxinas sao, frequentemente,
usadas na inducdo de raizes in vitro. No entanto, um dos principais desafios dos
cultivos in vitro baseia-se na escolha correta dos fitorreguladores, bem como da
concentragdo adequada para induzir o desenvolvimento in vitro de explantes de
espécies arbdreas para a etapa requerida (OLIVEIRA et al., 2013).

Em relacéo a fase de multiplicacdo in vitro, as citocininas mais utilizadas nos
cultivos de espécies florestais tém sido 6-Benzilaminopurina (BAP), 2-
Isopenteniladenina (2-iP), Cinetina (CIN) e Zeatina (ZEA) (OLIVEIRA et al., 2013).
Além destas, Thidiazuron (TDZ), que é um composto a base de uréia e pode agir
como citocinina na inducdo de brotos adventicios e gemas axilares em plantas
arbdreas, também, tem sido utilizado nesta fase de cultivo. As citocininas pertencem,
de maneira geral, a um grupo de substancias que promovem a divisdo celular,
podendo atuar na quebra da dominancia apical (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010;
BARRUETO CID, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2004).

O uso dessas citocininas podem, de maneira geral, potencializar a formacao
in vitro de brotos. Desse modo, algumas expressdes tem sido utilizadas para estimar
as taxas de multiplicacéo in vitro, como a proposta por Erig; Schuch (2002) para
Malus prunifolia Wild, Borkh (macieira cv. Marubakaido), a qual é determinada
dividindo-se 0 numero de gemas por explante pelo nimero inicial de gemas do
explantes no momento do estabelecimento do ensaio. Outras expressfes ja foram
usadas para espécies agricolas, em que a taxa de multiplicacdo foi calculada por
meio da contagem do numero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo,
excluindo-se a gema apical (PEREIRA; FORTES, 2004) ou, ainda, pelo quociente
entre o somatorio de apices e entrenés e o numero total de explantes conforme
realizado por Santiago (2011) para cultivares de batata. Essas estimativas podem
fornecer o potencial de propagacdo do material vegetal cultivado in vitro, bem como,
a capacidade de desenvolvimento e crescimento deste material (SANTIAGO, 2011).

Quanto a rizogénese in vitro, as auxinas sao os principais fitorreguladores
relacionados a inducdo de raizes durante cultivo, sendo que, frequentemente, as

mais usadas sdo Acido a-Naftalenoacético (ANA), Acido 2,4 Diclofenoxiacético (2,4-
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D), Acido 3-Indolbutirico (AIB) e Acido Indolacético (AIA). O efeito das auxinas no
crescimento e na morfogénese das plantas sdo mudultiplos e complexos, estando
intimamente relacionados ao alongamento, divisdo e diferenciacdo celular
(HINOJOSA, 2005).

Outra fase de extrema importancia na micropropagacdo de espécies é a
aclimatizacao das plantas desenvolvidas in vitro. Trata-se de uma fase intermediaria
gue visa fornecer condicbes adequadas para promover a adaptacdo das plantas
micropropagadas as novas condicdes ex vitro (WENDLLING et al., 2006). E uma
fase critica para muitas espécies lenhosas cultivadas in vitro, pois boa parte das
plantas desenvolvidas nesse ambiente apresentam desordens fisioldégicas e/ou
anatbmicas, as quais podem reduzir a sobrevivéncia das mudas submetidas ao novo
ambiente. Dessa forma, faz-se necessario promover um processo gradual de
aclimatizacao para evitar a perda de mudas (ROCHA, 2009).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos visando obter informagdes sobre a
micropropagacao de diversas espécies florestais lenhosas, nativas dos biomas
brasileiros, bem como a caracterizacdo e a superacdo de eventuais problemas que
podem apresentar quando cultivadas in vitro. Muitos esforcos tém sido realizados
para elucidar os aspectos relacionados a micropropagacao destas espécies, como ja
relatado em muitos estudos, como, por exemplo, aqueles envolvendo Didymopanax
morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch. (caixeta) (MANTOVANI et al., 1999),
Myracrodruon urundeuva Fr. All (aroeira) (ANDRADE et al., 2000), Acca sellowiana
(Berg) Burret (goiabeira-serrana) (OLTRAMARI et al.,, 2000), Cordia trichotoma
(Vellozo) Arrabida ex Steudel (louro-pardo) (MANTOVANI et al., 2001), Schizolobium
amazonicum Huber ex Ducke (parica) (CORDEIRO et al., 2004), Eugenia pyriformis
Cambess (uvaia) (NASCIMENTO et al., 2008; SILVA et al., 2003), Aspidosperma
polyneuron Mull. Arg. (peroba-rosa) (RIBAS et al., 2005; 2003), Caryocar brasiliense
Camb. (pequizeiro) (SANTOS et al. 2006), Cedrella fissilis Vell. (cedro) (AMARAL,
2006), Cabralea canjerana (Vell.) Mart. (canjerana) (ROCHA et al., 2007), Hancornia
speciosa Gomes (mangabeira) (SOARES et al., 2007), Tectona grandis L. F. (teca)
(FERMINO JUNIOR et al., 2009), entre outros. Nosso Grupo de Pesquisa tem se
dedicado a estudar algumas espécies florestais lenhosas, como Mimosa scabrella
Benth. (bracatinga) (ROSA, 2009), Luehea divaricata Mart e Zuch (acoita-cavalo)
(LEON, 2014; 2010; FLORES et al., 2007), Peltophorum dubium (canafistula)
(CURTI; REINIGER, 2014; CURTI 2014; 2011; CANDIDO, 2013; FLORES et al.,
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2011; BASSAN et al., 2006), e Eugenia involucrata DC. (cerejeira-do-mato) (GOLLE
et al, 2013; GOLLE et al., 2012; PAIM, 2011; GOLLE, 2010).

Em relagdo a H. chrysotrichus poucos estudos direcionados a sua
micropropagacao foram desenvolvidos (PAIM, 2011). Os conhecimentos quanto o
desenvolvimento in vitro desta espécie ainda sdo considerados incipientes, havendo
a necessidade de realizarem-se pesquisas relacionadas a sua propagacao in vitro e,
desse modo, contribuindo, também, com o incremento de informacdes relativas as

espécies florestais nativas do Brasil.

2.3 Anatomia vegetal de espécies arbdreas

Os estudos sobre a anatomia foliar tém contribuido para o entendimento das
estratégias adaptativas que muitas espécies apresentam ao longo do tempo e,
também, quando sdo submetidas a diferentes ambientes, como, por exemplo, as
condicBes in vitro. Além disso, esses estudos podem auxiliar na compreensao de
aspectos relacionados a morfogénese, fisiologia, ecologia e evolucdo das espécies
vegetais. E possivel, ainda, por meio de estudos anatdmicos, esclarecer alguns
aspectos relacionados a taxonomia, jA que ha uma certa confusédo de classificacao
entre espécies com caracteristicas muito semelhantes, como é o caso de, por
exemplo, aquelas dos géneros Tabebuia e Handroanthus, além de poder ampliar o
conhecimento sobre alguns outros taxons.

Tendo em vista essas questdes, estudos anatdmicos tém sido desenvolvidos
com espécies da familia Bignoniaceae, visando fornecer informagfes que auxiliem
na compreensdo de aspectos histologicos e morfolégicos, bem como na
identificacdo correta de diversas espécies florestais, incluindo espécies pertencentes
a esta familia. Ja foram realizados estudos anatdomicos para Tabebuia avellanedae
Lor. ex Griseb e Tabebuia chrysotricha (Mart. ex DC.) Standl. (SOUZA; OLIVEIRA,
2004); Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich. (DOSSEAU et al., 2008); Tabebuia roseo
alba (Ridl.) Sand. (ABBADE et al., 2009); Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex A.
DC.) Mattos, Handroanthus heptaphyllus (Vell) Mattos, Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos, Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos, Handroanthus

roseo-albus (Ridl.) Mattos, Handroanthus serratifolius (Vahl.) S.O. Grose e Tabebuia
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aurea (Silva Manso) Benth e Hook. f. ex S. Moore (SILVA et al., 2009). Os estudos
realizados indicaram que caracteristicas anatdmicas foliares podem apresentar valor
diagnostico para os ipés, sendo citadas para lamina foliar caracteristicas como
estratificacdo da epiderme, tipo de mesofilo, a presenca de paréngquima paravenal, o
tecido presente na margem da lamina foliar e a posicdo dos estdbmatos em relacao
as demais células epidérmicas (SILVA et al., 2009). Por outro lado, esses autores
indicaram que alguns caracteres sao considerados conservativos em Handroanthus,
dentre os quais incluem-se tricomas de variadas formas na lamina foliar, presenca
de estdmatos na face abaxial e epiderme cuticularizada (SILVA et al., 2009).

A comparacédo entre estruturas anatdbmicas de tecidos cultivados in vitro e ex
vitro, como ja mencionado anteriormente, pode fornecer informacfes importantes
relacionadas a compreensao de algumas estratégias adaptativas que as plantas
micropropagadas tendem a desenvolver, uma vez que estdo submetidas a
condi¢cBes diferentes daquelas encontradas na natureza. Muitas vezes, as mudas
advindas dos cultivos in vitro estdo expostas a um microambiente Unico, organizado
para gerar estresse minimo, mas com condi¢cdes favoraveis a multiplicacdo
(HAZARIKA, 2006), podendo, assim, sofrer alteracbes de carater morfoldgico,
fisiologico e anatdmico durante esse periodo (CALVETE et al.,, 2002). Dessa
maneira, as plantas desenvolvidas no ambiente in vitro podem apresentar algumas
caracteristicas peculiares, como baixa diferenciacdo dos tecidos foliares, o que pode
estar associado a plasticidade fenotipica desses tecidos, aliada a elevada umidade
relativa, as baixas trocas gasosas com o ambiente externo e a baixa irradiancia no
ambiente in vitro (RODRIGUES, 2009). Além disso, os tecidos vegetais mantidos
sob condigBes in vitro podem apresentar cuticula pouco desenvolvida (CALVETE
et al.,, 2002), comprometimento na funcionalidade dos estébmatos, abundéancia de
espacos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido e reduzida capacidade
de sustentacdo (menor quantidade de colénquima e esclerénquima) (ABBADE et al.,
2009), entre outras alteragbes menos frequentemente citadas. Outro aspecto
relevante que, também, pode estar associado as alteragbes anatdmicas e funcionais
dos tecidos vegetais, refere-se a disponibilidade de radiacéo, a qual pode interferir,
de modo geral, no padrao de crescimento e na producéo das plantas.

Em um estudo com duas espécies do género Vitis (videira), foi realizada a
caracterizagao da anatomia foliar em diferentes sistemas de condugao. Esse tipo de

estudo é bastante relevante, tendo em vista que, as oscilagbes nos niveis de
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luminosidade podem causar variacdes no mesofilo das folhas podendo alterar
(elevar ou reduzir) potencialmente a capacidade fotossintética e a producédo de
frutos para essas espécies (QUEIROZ-VOLTAN et al., 2010). As questdes
abordadas neste estudo podem ser relacionadas com as situacfes dos cultivos
in vitro e do processo de aclimatizacdo, ao passo que, o aumento da incidéncia
luminosa nas plantas pode proporcionar varias alteragbes, como aumento na
espessura da folha, na massa foliar especifica, no desenvolvimento da epiderme e
do parénquima e, no numero total de células das folhas (QUEIROZ-VOLTAN et al.,
2010).

Em decorréncia dessas alteracdes estruturais nos tecidos das plantas
cultivadas in vitro, as quais podem comprometer o0 processo de adaptacéo para as
condi¢bes ex vitro (aclimatizacéo), faz-se necessério aliar os estudos de anatomia
vegetal e micropropagacdo. Podendo-se, assim, obter maior controle sob as
condicdes de cultivo, tentando-se maximizar o estabelecimento das plantas
cultivadas in vitro quando da transferéncia para a condicdo ex vitro, e, dessa

maneira, diminuir eventuais perdas de material vegetal.






3 CAPITULO |
QUALIDADE SANITARIA E GERMINACAO DE SEMENTES DE
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex. DC.) J. Mattos

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados dois lotes de sementes, sendo
o primeiro (Lote 2011) adquirido em outubro de 2012 enquanto o segundo (Lote
2013) foi obtido em novembro de 2013. Na Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), as sementes permaneceram armazenadas em sacos de papel em
refrigerador tipo ‘frost free’ a temperatura de 8-10°C, até sua utilizacdo nos ensaios,

realizados no periodo compreendido entre outubro de 2012 e novembro de 2013.

3.1 Objetivo

Este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade sanitaria e a capacidade
germinativa de sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

provenientes de dois lotes de sementes.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Qualidade sanitaria de sementes

O ensaio visando a caracterizacdo da qualidade sanitaria de sementes de H
chrysotrichus foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Departamento de
Defesa Fitossanitaria da UFSM.

A avaliacdo da qualidade sanitaria dos dois lotes de sementes adquiridos

(Lote 2011 e Lote 2013) foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado.
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Os tratamentos consistiram dos dois lotes de sementes, os quais foram avaliados
em relacdo a incidéncia de géneros fangicos associados as sementes de H.
chrysotrichus. Foram inoculadas, em papel filtro, 25 sementes em cada uma das
guatro repeticOes realizadas para cada lote de sementes, assim totalizando 200
sementes (100 sementes para cada lote).

Para a avaliagdo da qualidade sanitaria de sementes foi utilizado o teste do
papel filtro, também, denominado de “blotter test”, de acordo com as Regras para
Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). As sementes foram acondicionadas em
caixas plasticas tipo Gerbox, as quais foram previamente desinfestadas com o
auxilio de algoddo embebido em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 1% (v/v)
e, apos, em solucdo de etanol a 70% (v/v). Na sequéncia, foram colocadas duas
folnas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com agua estéril. As sementes
foram inoculadas com o auxilio de pin¢as desinfestadas com algodao embebido em
solugcéo de NaOCI a 1% (v/v) e, na sequéncia, em solucédo de etanol a 70% (v/v).
ApoOs a inoculacao das sementes, as caixas plasticas foram fechadas e inseridas em
sacos plasticos para conservar melhor a umidade. Em seguida, as caixas foram
mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 25°C+2, fotoperiodo de 12h e
intensidade luminosa de 20pmol m? s™.

A avaliagéo foi realizada aos sete dias, identificando-se a incidéncia de cada
género fangico junto as sementes, por meio da observacdo em microscopio
estereoscopio e, quando necessario, em microscopio 6ptico, visando determinar a
porcentagem de ocorréncia dos géneros fungicos associados aos lotes de sementes
testados. A analise em microscopio estereoscopio foi realizada quando as estruturas
de reproducdo dos fungos estavam bem desenvolvidas e, naqueles casos que
apresentaram maior dificuldade de identificacdo foi realizada a confec¢do de laminas
provisdrias, por meio da retirada de pequenas amostras do micélio com estruturas
de reproducdo com o auxilio de agulhas, fita adesiva e/ou pingas. Apds, as laminas,
foram entdo, analisadas em microscopio O6ptico. A identificacdo dos géneros
fungicos, também, foi auxiliada pela consulta em literatura especializada (BARNETT;
HUNTER, 1999).
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3.2.2 Teste de germinacgéo de sementes

O teste de germinacdo de sementes de H. chrysotrichus foi realizado no
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia da UFSM.
Foram utilizados dois lotes de sementes (Lote 2011 e Lote 2013) para a realizacao
do teste de germinacdo de sementes, em ensaio conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, sendo que a comparacao entre os dois lotes de sementes
de H. chrysotrichus, quanto a porcentagem de germinacdo das sementes,
constituiram os tratamentos. Foram realizadas oito repeticbes com 25 sementes
para cada lote, totalizando 400 sementes (200 sementes para cada lote).

O ensaio foi executado conforme as Regras para Analise de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009), sendo realizada, inicialmente, a desinfestacdo das caixas plasticas
tipo Gerbox, com o auxilio de algoddo embebido em solucdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 1% (v/v) e, ap6s, em solucédo de etanol a 70% (v/v). Em seguida, foram
colocadas duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com agua estéril.
Previamente a inoculacdo das sementes, foi realizada a sua desinfestacédo
superficial por meio da imersdo em etanol a 70% (v/v) durante 30s, logo apés as
sementes foram imersas em solucdo de hipoclorito de calcio [Ca(OCl),] a 3% (p/v)
por 10min e, na sequéncia, passaram por um enxague triplo em agua estéril. As
sementes foram inoculadas com o auxilio de picas desinfestadas com algoddo
embebido em solucdo de NaOCIl a 1% (v/v) e, apos, em solucdo de etanol a 70%
(v/v). Posteriormente a inoculagdo das sementes, as caixas plasticas foram fechadas
e colocadas dentro de sacos plasticos para manter melhor a umidade. Na
sequéncia, as caixas foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de
25°C+3, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m? s, obtida a partir
de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

As avaliagOes foram realizadas aos 7, 14, 21 e 28 dias, sendo verificado, a
cada avaliacdo, o numero de sementes que germinaram. Foram consideradas

germinadas aquelas sementes que romperam o tegumento e emitiram radicula.
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3.2.3 Anélise estatistica

Apés testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as médias das

variaveis foram transformadas, sempre que necessario, pela funcéo \/ro,sl sendo X
o valor observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, utilizou-se, para a comparacao das médias, o teste F ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para
Analise de Variancia) para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2006). A precisdo do

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

gue corresponde a correlacdo linear entre os valores genotipicos e fenotipicos
(STORCK et al., 2010).

3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Qualidade sanitaria de sementes

Houve diferenca significativa entre os lotes de sementes avaliados em relacao
a incidéncia de dois géneros fangicos identificados nas sementes de H.
chrysotrichus: Alternaria sp. (p=0,0009) e Curvularia sp. (p=0,0000). A precisado do
ensaio foi estimada pela acuracia seletiva, cujos valores -calculados foram
considerados muito altos, permitindo depositar confianga nos resultados obtidos
(Tabela 1).

Ja em relacdo aos demais géneros fungicos observados nas sementes de
H. chrysotrichus, ndo houve efeito significativo dos lotes testados. Entretanto, foi
possivel observar elevada porcentagem média de ocorréncia de alguns géneros de
fungos, como no caso de Rhizopus sp., que apresentou média geral de 48,5% de
ocorréncia nas sementes, seguido dos géneros Eppiccocum sp. (30%), Phoma sp.
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(24%), Aspergillus sp. (20,5%), Rhizoctonia sp. (16,5%), Fusarium sp. (14%),
Botrytis sp. (2%) e Peniccillium sp. (0,5%).

Tabela 1 — Porcentagem média de incidéncia dos géneros fungicos identificados nos
lotes 2011 e 2013 de sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos (ipé-amarelo) avaliados aos sete dias. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Género Fungico (%)

Lote ; :
Alternaria sp. Curvularia sp.
2011 63,00 b* 0,00 a
2013 7,00 a 41,00 b
Média (%) 35,0 20,5
AS** 0,98 0,99

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

@0

teste F 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.

A maior porcentagem média de incidéncia de géneros de fungos junto as
sementes foi verificada no lote 2011 para o género Alternaria sp. (63%), enquanto
que, para o lote 2013, a porcentagem média do mesmo género fangico foi menor,
estando presente em 7% das sementes avaliadas. No entanto, este ultimo lote
apresentou alta incidéncia do género Curvularia sp. (41%), o qual esteve ausente no
lote 2011. Resultado que, também, foi observado para outros géneros, como no
caso de Penicillium sp, que apenas foi encontrado no lote 2011, enquanto que
Botrytis sp., ocorreu somente nas sementes avaliadas do lote 2013. Além disso,
também, foi possivel observar, que no lote 2013 houve maior incidéncia de géneros
fungicos associados as sementes de H. chrysotrichus, sendo observada a
ocorréncia de nove géneros diferentes e, oito para o lote 2011. Esta resposta pode
ser decorrente de que alguns fungos associados as sementes dessa espécie,
podem nao ter resistido ao periodo de armazenamento a que o lote 2011 foi
submetido, ou ainda, que o lote 2013 pode ter apresentado, qualitativamente, maior
namero de géneros de fungos nas sementes devido a aspectos relacionados a
forma em que as sementes foram coletadas. Na literatura, ha relatos de que a

contaminacdo de sementes de espécies florestais pode estar relacionada, dentre
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outros fatores, com a forma que as sementes foram coletadas e/ou armazenadas
(FANTINEL et al., 2013; FERREIRA, 1989).

De maneira semelhante ao observado no presente estudo, em outro teste de
sanidade, foi verificada a incidéncia de oito diferentes géneros flngicos associados
as sementes de H. chrysotrichus apos sete dias de inoculacdo, sendo cinco destes
considerados potencialmente fitopatogénicos (Alternaria alternata, Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Cladosporium sp., Phoma sp. e Phomopsis sp.) e, ainda, outros
dois géneros classificados como saprofitos (Epicoccum sp. e Aspergillus sp.)
(FANTINEL et al., 2013). Outra pesquisa apontou a ocorréncia de nove géneros de
fungos identificados nas sementes de H. chrysotrichus, os quais foram:
Cladosporium sp., Alternaria alternata, Epicoccum sp., Phoma sp., Phomopsis sp.,
Aspergillus sp., Fusarium sp., Chaetomium sp. e Rhizoctonia sp., sendo que
Alternaria alternata foi o fungo mais frequente e que apresentou a maior incidéncia
nas duas amostras testadas (MACIEL et al., 2012).

No presente estudo, o género Alternaria sp., também foi o que obteve maior
porcentagem média de incidéncia nas sementes de H. chrysotrichus para um dos
lotes avaliados (lote 2011). A presenca deste género fingico associado as sementes
de algumas espécies florestais pode acarretar na reducdo na taxa de germinacgao
das sementes, queda do vigor de plantulas e deterioracdo do endosperma, sendo
evidenciado pelo escurecimento das sementes (WETZEL, 2004).

Em outro estudo realizado objetivando, também, a caracterizacdo sanitaria de
sementes de H. chrysotrichus foi observado que 47,75% das sementes analisadas
estavam contaminadas por fungos potencialmente patogénicos como Alternaria sp.,
Phomopsis sp., Phoma sp. e Fusarium sp., apresentando este Ultimo, a maior
frequéncia de ocorréncia (38,25%) nas sementes avaliadas (WIELEWSKI et al.,
2002). Seguindo a mesma tendéncia, no teste do papel filtro realizado com Tabebuia
serratifolia (Vahl) Nicholson. (ipé-amarelo) e Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl.
(ipé-rosa), foi constatado que, os géneros fungicos mais frequentes e em maior
incidéncia, associados as sementes destas espécies foram Cladosporium sp.,
Alternaria alternata, Epicoccum sp., Phoma sp., Geotrichum sp., Penicillium sp.,
Trichothecium sp., Phomopsis sp., Dreschlera sp., Aspergillus sp., Curvularia sp. e
Fusarium sp. (BOTELHO et al., 2008). De maneira semelhante, foram detectados os
géneros fungicos Alternaria sp., Rhizopus sp., Curvularia sp., Cladosporium sp. e

Fusarium sp. junto as sementes de T. serratifolia (SOUZA et al., 2004).
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Muitos géneros de fungos ja tiveram sua incidéncia relatada junto as
sementes de esséncias florestais, entre os mais comumente citados estdo 0s
géneros Aspergillus sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Mucor sp., Rhizopus sp. e
Trichoderma sp. (SANTOS et al., 2000). Conforme estes autores, diversos géneros
de fungos ja foram identificados em sementes de varias espécies do género
Tabebuia, tais como Alternaria sp., Aspergillus sp., Claetomium spp., Cladosporium
sp., Curvularia sp., Diplodia sp., Epicoccum sp., Fusarium sp., Penicillium sp.,
Phoma sp., entre outros. Alguns desses géneros podem desempenhar papel
fitopatogénico e, além de influenciar muitas vezes, negativamente, a germinacdo das
sementes, podem ser transmitidos para as plantulas. Ja existem relatos que
determinadas espécies de fungos, como Alternaria alternata, podem ser transmitidos
das sementes para as plantulas de H. chrysotrichus, podendo causar necrose em
foliolos e diminuigdo no tamanho das raizes das plantulas (FANTINEL et al., 2013).
Ao avaliar a transmisséo de fungos em sementes de Cedrella fissilis Vellozo (cedro),
foi verificado que os géneros Fusarium sp. e Rhizoctonia sp., também podem causar
danos nas raizes e posterior tombamento das plantulas originadas (LAZAROTTO
et al., 2012).

3.3.2 Teste de germinacéo de sementes

No presente estudo houve diferencga significativa entre os lotes de sementes
avaliados em todas as quatro avaliagdes realizadas (com valores de “p” de 0,0000
para a primeira e a segunda avaliacdo; 0,0052 para a terceira, e 0,0014 para a
guarta avaliacdo). O resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Médias de porcentagem de germinacdo de sementes dos lotes 2011 e
2013 de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo)
avaliados aos sete, 14, 21 ou 28 dias. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Germinacéo (%)
Periodo de avaliacédo

Lote 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
2011 0,00 b* 22,00 b 40,00 b 4550 b
2013 41,50 a 55,50 a 60,00 a 66,50 a
Média (%) 20,75 38,75 50,00 56,00
AS** 0,99 0,99 0,95 0,96

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

teste F 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.

O lote de sementes 2013, em todos os periodos de avaliacdo realizados,
apresentou as melhores porcentagens de germinacéo, tendo, ja aos sete dias, mais
de 40% das sementes emergido a radicula e, atingindo, na Ultima avaliacdo, uma
porcentagem média de 66,50% de sementes germinadas. Ja para o lote 2011, a
germinacao das sementes teve inicio somente aos 14 dias ap6s sua inoculacdo no
papel filtro, quando alcancou 22% de sementes germinadas e, ao final do periodo de
avaliacdo, obteve-se uma porcentagem média de germinacao de 45,5%, a qual foi
infeiror aquela obtida pelo lote 2013. No entanto, € preciso considerar que as
sementes pertencentes ao lote 2011 podem n&o ter apresentado 0 mesmo
desempenho, quando comparadas aquelas do lote 2013, por estarem armazenadas
durante um periodo mais longo (aproximadamente dois anos). Possivelmente, o
tempo de armazenamento e as condi¢cdes a que as sementes foram submetidas
podem ter influenciado na germinacdo destas. Adicionalmente, outro aspecto que,
também, pode estar relacionado a porcentagem de germinacao inferior do lote 2011
€ a contaminacgéao fungica presente nas sementes desse lote, tendo sido observado
63% de incidéncia do género Alternaria sp. nas sementes. Este género fungico é
considerado potencialmente fitopatogénico e pode estar associado a reducdo no
percentual germinativo e, consequentemente, a perda da viabilidade e longevidade
das sementes de algumas espécies florestais (WETZEL, 2004).

Adicionalmente aos aspectos supracitados, estudos indicam que a

germinacdo de sementes pode variar de acordo com sua heranga genética e sua
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qualidade sanitaria, caracteristicas que podem interferir nas taxas de germinacao
(FANTINEL et al., 2013). Além disso, como pode ser percebido no presente estudo,
o percentual germinativo pode ser distinto entre sementes da mesma espécie, mas
gue pertencem a lotes diferentes, o que pode ser decorrente do local de coleta, bem
como das formas e tempo de armazenamento (OLIVEIRA et al.,, 2008). Outras
causas, que, também, podem ser sugeridas como relacionadas a diminuicdo na
germinabilidade das sementes de diversas espécies arboreas, incluem: o
envelhecimento natural das sementes, que pode alterar os processos metabdlicos,
fisiologicos e bioquimicos das mesmas (FERREIRA et al., 2004); as variacfes na
temperatura e no teor de umidade das sementes armazenadas (DEGAN et al.,
2001); a quantidade de substancias de reserva armazenadas nas sementes
(KAGEYAMA; MARQUEZ, 1981), bem como a sua composicdo quimica (DEGAN
et al., 2001).

De maneira geral, as sementes de H. chrysotrichus sdo consideradas
ortodoxas, classe de sementes que inclui aquelas que permanecem viaveis sob
baixas taxas de umidade e temperatura por um longo periodo de armazenamento
(CARVALHO et al.,, 2006; WIELEWICKI et al., 2006; DEGAN et al., 2001).
Entretanto, algumas pesquisas apontaram que € possivel haver uma consideravel
perda de viabilidade de sementes pertencentes a este género, durante o
armazenamento (LIMA et al.,, 2008; CABRAL et al., 2003; DEGAN et al., 2001;
KAGEYAMA; MARQUEZ, 1981), o que coloca em duvida a classificacdo das
sementes de H. chrysotrichus.

Este aspecto foi verificado por meio de estudo realizado com varias espécies
florestais, sendo que Aspidosperma pyrifolium (Mart.) (pereiro) e Tabebuia
impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl (ipé-roxo) perderam completamente sua
germinabilidade apd6s 15 meses de armazenamento (LIMA et al.,, 2008). Ja em
Tabebuia chrysotricha (ipé-amarelo), foi observado um pequeno descrécimo entre as
avaliacoes realizadas durante o teste de germinagdo, com as sementes
armazenadas apés 30 dias obtendo 66% de germinacdo, enquanto que, apos 60
dias atingiram 44% e, depois de 90 dias, 46% (OLIVEIRA et al., 2008). No teste de
germinacdo para Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo (ipé-roxo), apds 28 dias de
inoculacdo foi verificada uma porcentagem média de 40% de germinagao
independentemente dos teores de agua das sementes (15,6; 11,5; 8,1; ou 4,3%)
(MARTINS et al., 2012).
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Embora essa reducdo no percentual germinativo das sementes seja comum
durante o armazenamento, o contrario também pode ser constatado, como no caso
das sementes de Tabebuia aurea Benth. & Hook. (ipé-amarelo), as quais
apresentaram 99% de germinacao, apos estarem armazenadas durante 360 dias em
sacos de papel kraft e em geladeira a temperatura de 13°C (NEVES et al., 2014).
Em outro estudo com a mesma espécie, também foi observada elevada taxa de
germinacdo das sementes armazenadas por dois meses, sendo superior a 80%
apos 14 dias de inoculagcdo (PACHECO et al.,, 2008). Ainda para T. aurea foi
verificado, apés dois meses de armazenamento, elevada porcentagem média de
germinacao, variando entre 80 a 99%, independentemente das temperaturas (20;
25; 30; 35 ou 40°C) ou das embalagens testadas (papel; algodao ou plastico) e na
auséncia de luminosidade (CABRAL et al., 2003).

3.4 Conclusoes

Os dois lotes apresentam alta contaminacgédo fungica junto as sementes sendo
Alternaria sp. o género fungico mais incidente nas sementes de Handroanthus
chrysotrichus do lote 2011, enquanto para o lote 2013 a maior infestacdo € pelo
género Curvularia sp.

Ha maior incidéncia de géneros fugicos associados as sementes de H.
chrysotrichus pertencentes ao lote 2013.

O lote 2013 de sementes de H. chrysotrichus apresenta melhor potencial
germinativo nas condi¢des testadas.

A contaminacao fungica presente nas sementes de H. chrysotrichus pode ter
influenciado a reducgéo das taxas de germinacgéo, especialmente no que diz respeito

ao lote 2011, que foi armazenado por um periodo de tempo maior que o lote 2013.



4 CAPITULO Il
MULTIPLICACAO IN VITRO DE Handroanthus chrysotrichus (Mart.
ex DC.) J. Mattos

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, em Santa Maria,
RS. A metodologia est4 apresentada resumidamente no Quadro 1, a seguir, com 0
objetivo de facilitar a andlise dos resultados visto que ha 12 ensaios incluidos.
Porém, também esta detalhadamente descrita nas paginas que se seguem.

4.1 Objetivo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes fontes e
concentragdes de citocininas, bem como a influéncia da realizagdo de subcultivos
sucessivos na multiplicacdo in vitro de explantes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos.
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(continua)
Multiplicagao in vitro de Handroanthus chrysotrichus
Metodologia
Cultivo incial: Subcultivo 1: Subcultivo 2: . . L . . .
BAP / ANA BAP / ANA BAP / ANA Subcultivo 3 Subcultivo 4 Cultivo inicial: CIN Subcultivo 1: CIN Subcultivo 2

Delineamento DIC! DIC DIC - - DIC DIC -
experimental
Arranjo fatorial Bifatorial Bifatorial Bifatorial - - Bifatorial Unifatorial -

BAP (0;1; 1,5 ou BAP (0;1; 1,5 ou BAP (0;1; 1,5 ou CIN(0; 1; 1,50u CIN (0; 1: 1,5 ou
Tratamentos 2uM) x ANA (0 ou 2uM) x ANA (0 ou 2uM) x ANA (0 ou - - 2uM) x tipos de 2uM) A -

0,05uM) 0,05uM) 0,05uM) explantes H
Total de tratamentos 8 8 8 - - 8 4 -
N° de Repeticbes 5 5 10 76 81 8 8 61
Explante (s) Segmentos apicais Segmentos nodais | Segmentos nodais Segmentos nodais Segmentos nodais Segmentos apicais Segmentos nodais Segmentos nodais

caulinares caulinares ou nodais
Meio nutritivo YBWPM? wpPM® WPM WPM ms* Y%WPM Y%WPM WPM
Avaliagao 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias

Variaveis analisadas

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento

N° gemas/expl.

Ne folhas/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%Oxidacéo fendlica
Taxa de multiplicagéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento

N° brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne folhas/expl.

N° apices/expl.

N° entrenos/expl.
%Calogénese
%Oxidagao fendlica
Taxa de multiplicagéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento N°
brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne folhas/expl.

N° &pices/expl.
%Calogénese
%0Oxidacéo fendlica
Taxa de multiplicacéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento
N° brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne° folhas/expl.

N° apices/expl.

N° entrends/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%0Oxidacdo fendlica
Taxa de multiplicacéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento N°
brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne° folhas/expl.

N° apices/expl.

N° entrends/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%0Oxidacédo fendlica
Taxa de multiplicacéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento N°
brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne° folhas/expl.

N° apices/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%O0Oxidagao fendlica
Taxa de multiplicagéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento

N° brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne folhas/expl.

N° apices/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%Oxidagao fendlica
Taxa de multiplicagéo

%Sobrevivéncia
%Estabelecimento
N° brotos/expl.

N° gemas/expl.

Ne° folhas/expl.

N° apices/expl.

N° entrenos/expl.
%Rizogénese
%Calogénese
%Oxidagao fendlica
Taxa de multiplicacéo

Andlise estatistica

Tukey

Tukey

Tukey

Tukey

Tukey




Metodologia

Multiplicagao in vitro de Handroanthus chrysotrichus

Cultivo incial: Subcultivo: Cultivo inicial: Citocininas Subcultivo:
2-iP / ANA 2-iP / ANA ' Citocininas
Delln(_eamento DIC DIC DIC }
experimental
Arranjo fatorial Bifatorial Bifatorial Bifatorial -
. . Citocininas (2-iP; BAP, CIN
2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) x 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) x ' ~ )
Tratamentos ANA (0 ou 0,05uM) ANA (0 ou 0,050M) ?6* ;%_Z)Sxog‘igie&;ra‘?oes
Total de
tratamentos 8 8 16 ]
N° de Repeti¢bes 10 14 8 92

Explante (s)

Segmentos nodais

Segmentos nodais

Segmentos nodais

Segmentos nodais

Meio nutritivo WPM MS WPM WPM
Avaliacao 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias
%Sobrevivéncia %Sobrevivéncia %Sobrevivéncia %Sobrevivéncia
%Estabelecimento %Estabelecimento %Estabelecimento %Estabelecimento
N° brotos/expl. N° brotos/expl. N° brotos/expl. Ne° brotos/expl.
N° gemas/expl. N° gemas/expl. N° gemas/expl. N° gemas/expl.
Variaveis Ne° folhas/expl. Ne° folhas/expl. Ne° folhas/expl. Ne folhas/expl.
analisadas N° &pices/expl. Ne° &pices/expl. N° &pices/expl. Ne° apices/expl.

N° entrenos/expl.
%Calogénese
%Oxidacéo fendlica
Taxa de multiplicacéo

N° entrends/expl.
%Calogénese
%0Oxidagéo fendlica
Taxa de multiplicacéo

N° entrenos/expl.
%Calogénese
%Oxidacgéo fendlica
Taxa de multiplicacéo

N° entrends/expl.
%Calogénese
%Oxidacgédo fendlica
Taxa de multiplicacéo

Andlise estatistica

Tukey

Scott-Knott

Relgresséo polinomial

Regressao polinomial
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(concluséo)

Quadro 1 — Resumo da metodologia utilizada na execucéo dos ensaios realizados para a multiplicacéo in vitro de explantes de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

! Delineamento Inteiramente casualizado; 2 Meio nutritivo desenvolvido por Lloyd e McCown (1981), conhecido, também, como Woody Plant Medium, cuja concentracdo de sais foi reduzida a
metade; * Meio nutritivo desenvolvido por Lloyd e McCown (1981) na composicéo original de sais; * Meio nutritivo desenvolvido por Murashige e Skoog (1962).
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Desinfestacao superficial das sementes e obtencdo dos explantes

Inicialmente, foi realizada a desinfestacado superficial das sementes de H.
chrysotrichus. As sementes foram desaladas e logo colocadas em contato com o
fungicida Captan® (Dicarboximida) durante 24h. Apos este periodo, em camara de
fluxo laminar, as sementes foram submetidas a imersdo em solucéo de etanol a 70%
(v/v) durante 30s, sendo, em seguida, submersas em solucdo de hipoclorito de
célcio [Ca(OCl),] a 3% (p/v), durante 15min, e apds, as sementes passaram por trés
enxagues com agua estéril. A desinfestacéo superficial descrita foi realizada para o
primeiro lote de sementes adquirido (Lote 2011). Enquanto que, para o segundo lote
de sementes (Lote 2013), devido a alta contaminacao verificada durante o teste de
germinacdo in vitro das sementes, foi necesséaria, além dos procedimentos
anteriormente citados, a adicdo de solugdo de agente desinfestante hipoclorito de
sédio (NaOCI) a 1,5% (v/v) durante 15min, previamente a imersdo das sementes a
solucao de hipoclorito de calcio.

Visando a germinacdo in vitro, foram inoculadas, em camara de fluxo laminar,
trés a quatro sementes em cada frasco de vidro com capacidade para 150mL,
contendo 30mL do meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM (LLOYD; McCOWN,
1980), cuja concentracédo de sais foi reduzida a metade (*2WPM). Esta composicao
de meio nutritivo foi considerada mais adequada para a germinacgédo, conforme
verificado em estudos anteriores (dados ndo publicados), sendo acrescida de 30g L™
de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol e 7g L™ de &gar. O pH foi ajustado para 5,8,
anteriormente a solidificacdo com agar, e na sequéncia, 0 meio nutritivo foi
autoclavado a 121°C e latm de pressao durante 15min.

As plantulas foram utilizadas nos ensaios em torno de 15 a 20 dias apés sua

emergéncia.
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4.2.2 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracdes de 6-Benzilaminopurina
(BAP) combinadas & presenca ou auséncia de Acido a-Naftaleno Acético (ANA) na
multiplicagdo in vitro de segmentos apicais caulinares de Handroanthus
chrysotrichus

O presente ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x2, sendo que os tratamentos consistiram das diferentes
concentracbes de BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinados a 0 ou 0,05uM de ANA,
totalizando oito tratamentos, com cinco repeticbes cada. Cada unidade experimental
foi composta por um frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo e trés explantes. Utilizaram-se, como explantes, segmentos apicais
caulinares, isolados de plantulas germinadas in vitro, conforme descrito no item
4.2.1.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos apicais caulinares foram
inoculados em meio nutritivo WPM, cuja concentracéo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), sendo acrescido de 30g L™ de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol e 7g L™
de &gar, além da combinacdo dos diferentes fitorreguladores, BAP e/ou ANA,
conforme o tratamento. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com
agar, e apos, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressao durante
15min.

Apés 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliagdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), nimero de gemas por
explante, numero de folhas por explante, porcentagem de rizogénese, porcentagem
de calogénese e de oxidacdo fendlica (escurecimento na base dos explantes).
Adicionalmente, foi calculada a taxa média de multiplicagdo para o presente cultivo,
a qual foi determinada por meio de duas maneiras: a) por meio da contagem do
namero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema
apical, denominada TX; de acordo com Pereira; Fortes (2004) e b) dividindo-se o
namero de gemas por explante pelo nimero inicial de gemas do explante no
momento de estabelecimento do ensaio (neste caso, uma gema), designada TXa,

conforme proposto por Erig; Schuch (2002).
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4.2.3 Subcultivo 1: Efeito de diferentes concentracbes de BAP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de

Handroanthus chrysotrichus

Este ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo bifatorial 4x2, sendo que os tratamentos foram constituidos das diferentes
concentracfes de BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinados a 0 ou 0,05uM de ANA,
totalizando oito tratamentos, com cinco repeticdes cada. Cada unidade experimental
foi composta por um frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo e trés explantes. Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais isolados
de brotacGes cultivadas no ensaio descrito no item 4.2.2 (cultivo inicial).

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram inoculados em meio
nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 7g L™
de agar, além da combinacdo dos diferentes fitorreguladores, BAP e/ou ANA,
conforme o tratamento. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificagdo com
agar, em seguida, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressdo
durante 15min.

Apds 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, sendo que as
variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes
com coloracao verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes
gue apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), nimero de entrends por explante, porcentagem de calogénese e de
oxidacdo fendlica (escurecimento na base dos explantes). Para este ensaio foi
igualmente calculada a taxa média de multiplicacdo, a qual foi estimada de trés
maneiras: a) por meio da contagem do numero de gemas formadas ao final do
periodo de -cultivo, excluindo-se a gema apical, denominada TX; (PEREIRA;
FORTES, 2004); b) dividindo-se o numero de gemas por explante pelo nimero
inicial de gemas do explante no momento de estabelecimento do ensaio (duas
gemas), designada TX, (ERIG; SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre o
somatorio de 4pices e entrends e o numero total de explantes, chamada TX3; como

mencionada por Santiago (2011).
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4.2.4 Subcultivo 2: Efeito de diferentes concentragbes de BAP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de

Handroanthus chrysotrichus

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
bifatorial 4x2, sendo que os tratamentos consistiram das diferentes concentracoes
de BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinados a 0 ou 0,05uM de ANA, totalizando oito
tratamentos, com 10 repeticbes cada. Cada unidade experimental foi composta por
um frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio nutritivo e trés
explantes. Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais isolados de brotagbes
subcultivadas no ensaio descrito no item 4.2.3 (Subcultivo 1).

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram inoculados em meio
nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 7g L™
de &gar, além da combinacdo dos diferentes fitorreguladores, BAP e/ou ANA,
conforme o tratamento. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com
agar, e apos, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressao durante
15min.

Apos 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), nimero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), porcentagem de calogénese e de oxidagdo fendlica (escurecimento na
base dos explantes). Além dessas variaveis, foi determinada a taxa média de
multiplicacdo de duas maneiras: a) por meio da contagem do namero de gemas
formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema apical, denominada
TX; (PEREIRA; FORTES, 2004) e b) dividindo-se o nimero de gemas por explante
pelo nimero inicial de gemas do explante no momento de estabelecimento do
ensaio (duas gemas), designada TX; (ERIG; SCHUCH, 2002). A taxa TX3 nao foi
calculada para esse ensaio devido a nao realizagcdo da avaliacdo referente ao

namero de entrends por explante.
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4.2.5 Subcultivo 3: Multiplicacédo in vitro de brotacdes de Handroanthus chrysotrichus

em meio nutritivo WPM

Este subcultivo foi realizado objetivando avaliar a multiplicacdo em meio
nutritivo fresco, na auséncia de fitorreguladores, das brotacdes desenvolvidas no
subcultivo 2. Para tanto, a partir das brotacdes foram excisados, em camara de fluxo
laminar, segmentos nodais, os quais foram utilizados como explantes. Na sequéncia,
0s segmentos nodais foram inoculados em frascos de vidro com capacidade para
150mL contendo 30mL de meio nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose,
100mg L* de mio-inositol e 7g L™ de agar. Foram inoculados 228 explantes
distribuidos em 76 frascos, sendo utilizados trés explantes por frasco. O pH foi
ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com agar, e apds, o meio nutritivo foi
autoclavado a 121°C e latm de presséo durante 15min.

Apds 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nUmero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), numero de entrends por explante, porcentagem de rizogénese,
porcentagem de calogénese e de oxidagcado fendlica (escurecimento na base dos
explantes). Adicionalmente, foi estimada a taxa média de multiplicacdo, a qual foi
determinada de trés maneiras: a) por meio da contagem do numero de gemas
formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema apical, denominada
TX; (PEREIRA; FORTES, 2004); b) dividindo-se o numero de gemas por explante
pelo numero inicial de gemas do explante no momento de estabelecimento do
ensaio (duas gemas), designada TX, (ERIG; SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente
entre 0 somatorio de apices e entrends e o numero total de explantes, chamada TX3
(SANTIAGO, 2011).
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4.2.6 Subcultivo 4: Multiplicacéo in vitro de brotacdes de Handroanthus chrysotrichus

em meio nutritivo MS

O presente subcultivo, também, foi realizado visando avaliar a multiplicacao
de brotacfes originadas no subcultivo 3, em meio nutritivo fresco e na auséncia de
fitorreguladores. Com esse fim, em camara de fluxo laminar, foram inoculados
segmentos nodais, os quais foram isolados das brotacbes e utilizados como
explantes, em frascos de vidro com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30g L™* de sacarose,
100mg L™ de mio-inositol e 7g L™ de &gar. Foram inoculados, no total, 273 explantes
distribuidos em 81 frascos, sendo utilizados trés explantes por frasco. O pH foi
ajustado para 5,8, anteriormente a solidificagdo com agar, e na sequéncia, 0 meio
nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressao durante 15min.

Apos 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, sendo que as
variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes
com coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes
gue apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), niumero de entrends por explante, porcentagem de calogénese e de
oxidacdo fendlica (escurecimento na base dos explantes). Também, foi calculada a
taxa média de multiplicac&o in vitro, sendo esta estimada de trés maneiras: a) por
meio da contagem do numero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo,
excluindo-se a gema apical, denominada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004); b)
dividindo-se o numero de gemas por explante pelo namero inicial de gemas do
explante no momento de estabelecimento do ensaio (duas gemas), designada TX;
(ERIG; SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre 0 somatorio de apices e entrenos

e 0 numero total de explantes, chamada TX3 como mencionada por Santiago (2011).
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4.2.7 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracdes de Cinetina (CIN) e tipos de

explantes na multiplicacéo in vitro de Handroanthus chrysotrichus

Este ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo bifatorial 4x2, em que os niveis do fator “A” consistiram das diferentes
concentracbes de CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM) e aqueles do fator “B”, dos tipos de
explantes (segmento apical caulinar ou segmento nodal), totalizando oito
tratamentos, com oito repeticdes cada. Cada unidade experimental foi composta por
um frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio nutritivo e trés
explantes. Os explantes utilizados neste ensaio foram isolados de plantulas
germinadas in vitro, conforme descrito no item 4.2.1.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos apicais caulinares e nodais foram
inoculados em meio nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade
(sWPM), acrescido de 30g L™ de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol e 7g L™ de
agar, além das diferentes concentracdes de CIN, conforme o tratamento, combinada
a uma concentracdo fixa de ANA (0,05uM). O pH foi ajustado para 5,8,
anteriormente a solidificacdo com agar, e apds, o meio nutritivo foi autoclavado a
121°C e latm de pressao durante 15min.

Apds 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explante com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, numero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), porcentagem de rizogénese, porcentagem de calogénese e de oxidacdo
fendlica (escurecimento na base dos explantes). Foi calculada, também, a taxa
meédia de multiplicacdo utilizando-se duas maneiras: a) por meio da contagem do
namero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema
apical, denominada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004) e b) dividindo-se o niumero de
gemas por explante pelo nidmero inicial de gemas do explante nho momento de
implantacdo do ensaio (uma gema para 0s segmentos apicais caulinares e duas

gemas para 0os segmentos nodais), designada TX, (ERIG; SCHUCH, 2002). A taxa
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TX3 nédo foi calculada no presente ensaio devido a ndo contabilizacdo do numero de

entrends por explante durante a avaliacao.

4.2.8 Subcultivo 1. Efeito de diferentes concentracées de CIN na multiplicacdo in

vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
unifatorial, sendo que os tratamentos consistiram das diferentes concentracdes de
CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM), totalizando quatro tratamentos, com oito repeticdes cada.
Cada unidade experimental foi composta por um frasco com capacidade para 150mL
contendo 30mL de meio nutritivo e contendo trés explantes. Foram utilizados, como
explantes, segmentos nodais isolados de brota¢des cultivadas no ensaio descrito no
item 4.2.7 (cultivo inicial).

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram inoculados em meio
nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (*2WPM), acrescido
de 30g L™ de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol e 7g L de &gar, além das
diferentes concentracbes de CIN, conforme o tratamento, combinada a uma
concentracdo fixa de ANA (0,05uM). O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a
solidificacdo com agar, e apds, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de
presséo durante 15min.

Apés 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), porcentagem de rizogénese, porcentagem de calogénese e de oxidacao
fendlica (escurecimento na base dos explantes). A taxa média de multiplicacao foi,
também, determinada para este ensaio, utilizando-se duas maneiras: a) por meio da
contagem do nimero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-
se a gema apical, denominada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004) e b) dividindo-se o

namero de gemas por explante pelo numero inicial de gemas do explante no
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momento de estabelecimento do ensaio (duas gemas), designada TX; (ERIG;
SCHUCH, 2002). A taxa TX3; ndo foi calculada para esse ensaio devido a nao

realizacdo da avaliacdo em relacdo ao numero de entrends por explante.

4.2.9 Subcultivo 2: Multiplicagdo in vitro de segmentos nodais de Handroanthus

chrysotrichus em meio nutritivo WPM

Para realizar o presente subcultivo, das brotac6es desenvolvidas durante o
subcultivo 1, foram isolados os segmentos nodais, 0s quais foram subcultivados em
meio nutritivo fresco, visando a multiplicagdo desse material vegetal. Com essa
finalidade, os explantes foram inoculados em meio nutritivo fresco e na auséncia de
fitorreguladores. Assim, em camara de fluxo laminar, foram inoculados os segmentos
nodais em frascos de vidro com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 7g L™
de agar. No total foram inoculados 183 explantes em 61 fracos, tendo cada cada
frasco comportado trés explantes. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a
solidificacdo com &gar, e em seguida, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e
latm de pressao durante 15min.

Apo6s 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliagdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), nimero de entrends por explante, porcentagem rizogénese, porcentagem
de calogénese e de oxidacao fendlica . Adicionalmente, foi estimada a taxa média de
multiplicacdo, a qual foi determinada de trés maneiras: a) por meio da contagem do
namero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema
apical, denominada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004); b) dividindo-se o0 niumero de
gemas por explante pelo nidmero inicial de gemas do explante ho momento de
estabelecimento do ensaio (duas gemas), definida TX, (ERIG; SCHUCH, 2002) e c)
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pelo quociente entre o somatério de &pices e entren0s e o numero total de
explantes, designada TX3 (SANTIAGO, 2011).

4.2.10 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracdes de 2-Isopenteniladenina (2-
iP) combinadas a presenca ou auséncia de ANA na multiplicagcdo in vitro de

segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus em meio nutritivo WPM

O presente ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x2, sendo que os tratamentos consistiram das diferentes
concentracdes de 2-Isopenteniladenina (2-iP) (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinados a 0 ou
0,05uM de ANA, totalizando oito tratamentos, com 10 repeticbes cada. Cada
unidade experimental foi composta por um frasco com capacidade para 150mL
contendo 30mL de meio nutritivo e trés explantes. Utilizaram-se, como explantes,
segmentos nodais isolados de plantulas germinadas in vitro, conforme descrito no
item 4.2.1.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram inoculados em meio
nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 7g L™
de agar, além da combinacdo dos diferentes fitorreguladores, 2-iP e/ou ANA. O pH
foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com agar, e apés, 0 meio nutritivo
foi autoclavado a 121°C e 1atm de pressdo durante 15min.

Apés 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliagdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), nimero de entrends por explante, porcentagem de calogénese e de
oxidacdo fendlica (escurecimento na base dos explantes). Para este ensaio,
também, foi estimada a taxa média de multiplicacdo, sendo esta calculada por meio
de trés maneiras: a) por meio da contagem do nimero de gemas formadas ao final
do periodo de cultivo, excluindo-se a gema apical, chamada TX; (PEREIRA;

FORTES, 2004); b) dividindo-se o niumero de gemas por explante pelo numero
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inicial de gemas do explante no momento de estabelecimento do ensaio (duas
gemas), denominada TX, (ERIG; SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre o
somatorio de apices e entrendés e o numero total de explantes, designada TX3
(SANTIAGO, 2011).

4.2.11 Subcultivo: Efeito de diferentes concentracbes de 2-iP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de

Handroanthus chrysotrichus em meio nutritivo MS

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
bifatorial 4x2, em que os tratamentos foram constituidos das diferentes
concentragbes de 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinados a 0 ou 0,05uM de ANA,
totalizando oito tratamentos, com 14 repeticdes cada. Cada unidade experimental foi
composta por um frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo e trés explantes. Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais isolados
de plantulas cultivadas no ensaio descrito anteriormente, item 4.2.10 (cultivo inicial).

Em camara de fluxo laminar, foram inoculados os segmentos nodais em meio
nutritivo MS, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol e 7g L™ de
agar. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com agar, e apos, o
meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e 1atm de pressao durante 15min.

Apés 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, sendo que as
variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes
com coloracao verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes
gue apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), nimero de entrends por explante, porcentagem de calogénese e de
oxidacdo fendlica (escurecimento na base dos explantes). Adicionalmente, foi
calculada a taxa média de multiplicacdo, sendo determinada de trés maneiras: a) por
meio da contagem do namero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo,
excluindo-se a gema apical, chamada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004); b) dividindo-

se 0 numero de gemas por explante pelo nimero inicial de gemas do explante no
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momento de estabelecimento do ensaio (duas gemas), denominada TX; (ERIG;
SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre o somatério de apices e entrends e o
namero total de explantes, designada TX3 (SANTIAGO, 2011).

4.2.12 Cultivo inicial: Efeito de diferentes fontes e concentragbes de citocininas na
multiplicag&o in vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus

O presente ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x4, em que os niveis do fator “A” referiram-se as fontes de
citocininas (2-iP, BAP, CIN ou Thidiazuron —-TDZ) e, aqueles do fator “B”, as
diferentes concentragdes (0; 2,5; 5 ou 10uM), totalizando 16 tratamentos com oito
repeticbes cada. Cada unidade experimental foi composta por um frasco com
capacidade para 150mL contendo 30mL de meio nutritivo e dois explantes.
Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais isolados de plantulas germinadas
in vitro, conforme descrito no item 4.2.1.

Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram inoculados em meio
nutritivo WPM, contendo 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol, 7g L™ de
agar e 1g L™ de polivinilpirrolidona (PVP), o qual foi adicionado visando controlar a
oxidacdao fendlica, acrescido das diferentes fontes e/ou concentracdes de citocininas,
conforme o tratamento. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com
agar, e posteriormente, o0 meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e 1 atm de pressao
durante 15min.

Apés 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo, sendo que as
variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes
com coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes
gue apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), nimero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), niumero de entrends por explante, porcentagem de calogénese e de
oxidacao fendlica (escurecimento na base dos explantes). Para o presente ensaio,
também, foi estimada a taxa média de multiplicacdo, sendo que foram utilizadas trés

maneiras: a) por meio da contagem do numero de gemas formadas ao final do
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periodo de cultivo, excluindo-se a gema apical, chamada TX; (PEREIRA; FORTES,
2004); b) dividindo-se o numero de gemas por explante pelo numero inicial de
gemas do explante no momento de estabelecimento do ensaio (duas gemas),
denominada TX, (ERIG; SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre o somatorio de

apices e entrends e o numero total de explantes, designada TX3 (SANTIAGO, 2011).

4.2.13 Subcultivo: Multiplicacao in vitro de brotagdes de Handroanthus chrysotrichus

em meio nutritivo WPM

Neste subcultivo, das brotacdes desenvolvidas durante o cultivo inicial (item
4.2.12) foram isolados os segmentos nodais, 0os quais foram subcultivados em meio
nutritivo fresco sem fitorregulares, visando avaliar a multiplicacdo in vitro do material
vegetal. Dessa maneira, em camara de fluxo laminar, foram inoculados os
segmentos nodais em frascos de vidro com capacidade para 150mL contendo 30mL
de meio nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol,
7g L™ de 4gar e 1g L™ de polivinilpirrolidona (PVP), o qual foi adicionado ao meio
nutritivo objetivando controlar a oxidacao fendélica. Foram inoculados 276 explantes
em 92 fracos, cada frasco continha trés explantes. O pH foi ajustado para 5,8,
anteriormente a solidificacdo com agar, e apds, o meio nutritivo foi autoclavado a
121°C e latm de pressao durante 15min.

Apds 30 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliagdo e as variaveis
analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), porcentagem de estabelecimento dos explantes (explantes que
apresentaram qualquer aspecto de desenvolvimento), numero de brotos por
explante, nimero de gemas por explante, nimero de folhas por explante, nimero de
apices por explante (desenvolvimento inicial das gemas axilares pré-existentes no
explante), niumero de entrends por explante, porcentagem de calogénese, de
oxidacado fendlica (escurecimento na base dos explantes) e de clorose foliar
(amarelecimento das folhas). Aléem das variaveis avaliadas, foi calculada a taxa
média de multiplicacdo, sendo esta estimada de trés maneiras: a) por meio da
contagem do numero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-
se a gema apical, chamada TX; (PEREIRA; FORTES, 2004); b) dividindo-se o
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namero de gemas por explante pelo ndmero inicial de gemas do explante no
momento de estabelecimento do ensaio (duas gemas), denominada TX; (ERIG;
SCHUCH, 2002) e c) pelo quociente entre o somatorio de apices e entrends e 0
namero total de explantes, designada TX3 (SANTIAGO, 2011).

4.2.14 CondicOes de cultivo

Apés a inoculacdo dos explantes, os frascos foram vedados com papel
aluminio e mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de
25°C+3, fotoperiodo de 16h, e intensidade luminosa de 20pmol m? s, obtida a partir

de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

4.2.15 Andlise estatistica

Apés testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as médias das

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, utilizou-se, para a comparacdo das médias, o teste de Tukey ou Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro, para os tratamentos qualitativos.
Enquanto que, para os tratamentos quantitativos, foi realizada a analise de
regressao polinomial ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o
programa estatistico SISVAR (Sistema para Analise de Variancia) para Windows®,
versado 4.0 (FERREIRA, 2006). A precisao dos ensaios foi estimada pelo indice de

variacao (IV), calculado por %, em que o IV é igual ao coeficiente de variacao (CV)

divido pela raiz quadrada do numero de repeticdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracdes 6-Benzilaminopuria (BAP)
combinadas a presenca ou auséncia de Acido a-Naftaleno Acético (ANA) na
multiplicacdo in vitro de segmentos apicais caulinares de Handroanthus

chrysotrichus

N&o houve efeito significativo dos fatores principais e nem da interacédo para
sobrevivéncia, estabelecimento in vitro, nimero de gemas por explante e nimero de
folnas por explante. Apesar de os tratamentos nao terem apresentado efeito,
observaram-se elevadas médias gerais de sobrevivéncia (96,70%; IV=4,83%) e
estabelecimento (95,87%; 1V=5,44%) dos segmentos apicais caulinares de H.
chrysotrichus. Em relacdo ao o nimero de gemas por explante e ao numero de
folhas por explante, as médias obtidas foram 7,62 gemas por explante (IV=12,17%)
e 5,87 folhas por explante (IV=10,52%), as quais podem ser consideradas
satisfatorias para a cultura de tecidos de espécies arbdéreas, com base em
resultados observados em outros estudos (SOARES et al., 2011; MAXIMO et al.,
2010; MORALES et al., 1999).

Em estudo previamente realizado com H. chrysotrichus, em que foram
testados segmentos apicais caulinares e epicotilos cultivados em diferentes meios
nutritivos (WPM, MS, 2WPM ou “2MS), foi verificado que segmentos apicais
caulinares apresentaram as melhores médias de sobrevivéncia (98,35%) e
estabelecimento (88,40%) quando comparados aos epicotilos, cujas médias, para
essas variaveis, foram 44,95% e 29,95% respectivamente (PAIM, 2011). Neste
mesmo estudo foram obtidas 4,25 folhas por explante, média inferior a obtida no
presente ensaio.

Durante o cultivo in vitro de segmentos apicais caulinares de outra espécie
florestal, Peltophorum dubium (Spreng.) Taubert (canafistula), em que foram
testadas diferentes concentragfes de sais do meio nutritivo MS (50, 75, 100, 125 ou
150%), foram obtidas elevadas médias de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro
(98%) aos 60 dias de cultivo (FLORES et al., 2011). J4 para nimero de folhas, foram

observadas 2,8 folhas na diluicdo do meio MS a 75%. De maneira similar, no
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estabelecimento in vitro de segmentos apicais caulinares de Eugenia involucrata DC.
(cerejeira-do-mato) cultivados em meio ¥2MS, resultaram 2,8 folhas por explante, aos
60 dias de cultivo (GOLLE et al., 2012). Ja, em relacdo ao numero de gemas por
explante, no cultivo in vitro de segmentos de epicaétilo de Citrus aurantium L. (laranja-
azeda), foram obtidas 2,37 gemas por explante, aos 70 dias de cultivo, em meio MT
(MURASHIGE; TUCKER, 1969) suplementado com BAP a 8,88uM (SILVA et al.,
2008). Para a regeneracéo in vitro de Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex
Steudel (louro-pardo), foram observadas 58,6% de gemas axilares induzidas em
segmentos nodais inoculados em meio nutritivo WPM acrescido de 4,44uM de BAP
(MANTOVANI et al., 2001).

Quanto ao o enraizamento (p=0,0000) e a oxidacao fendlica (p=0,0287) houve
efeito significativo das concentracdes da citocinina BAP adicionada ao meio nutritivo.

Os resultados obtidos para estas variaveis estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Médias de porcentagem de enraizamento e oxidacdo fendlica em
segmentos apicais caulinares de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant
Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (Y2WPM),
acrescido de diferentes concentracdes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou
2uM) independente das concentracdes de Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou
0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

BAP (uM) Enraizamento (%) Oxidacao Fendlica (%)
0,0 56,8 a* 66,70 a*

1,0 0,00 b 96,70 b

15 0,00 b 86,70ab
2,0 0,00 b 96,70 b
Média 14,2 86,7

[\V/** 51,37 12,46

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

. cv - . , .
de variacdo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e N= niimero de repeticoes.

Foi obtida uma média de 56,8% de enraizamento em segmentos apicais
caulinares de H. chrysotrichus na auséncia de fitorreguladores (Figura 1B). Este

resultado indica que a espécie é promissora nesta etapa, o que vem a ser relevante
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em se tratando de espécies lenhosas, as quais de modo geral, apresentam
dificuldade na rizogénese in vitro. Esse resultado também foi observado, em um
estudo com E. involucrata (cerejeira-do-mato), sendo alcangada uma média de
17,5% de enraizamento no cultivo dos explantes (segmentos apicais caulinares e
nodais) em meio ¥2MS aos 60 dias (GOLLE et al.,, 2012). Em discos foliares de
Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch. (caixeta), ocorreu intensa
rizogénese quando os fitorreguladores adicionados ao meio nutritivo WPM, BAP (0;
0,04; 0,44; 4,44 ou 44,44uM) e ANA (0; 0,05; 0,54; 5,40 ou 54,00uM), estavam em
suas concentracdes mais reduzidas, apos 30 dias de cultivo in vitro (MANTOVANI;
FRANCO, 2000). Entretanto, a formacédo in vitro de raizes, sob varios aspectos,
ainda é um processo que nao esta bem compreendido (LEMOS, 2010),
especialmente quando se trata de espécies arboreas, indicando a necessidade de
estudos mais detalhados visando a compreensao de todo o processo envolvido na
rizogénese.

Quanto a porcentagem de oxidacao fendlica (Figura 1A), a menor incidéncia
foi observada na auséncia dos fitorreguladores e na presenca de 1,5uM de BAP. O
escurecimento foi observado na base dos explantes e, apesar de nao ter
inviabilizado o cultivo in vitro, os explantes com essa caracteristica apresentaram-se
visivelmente menos desenvolvidos que aqueles ndo oxidados. Além disso, de
maneira geral, os explantes com oxidacdo apresentaram folhas com aspecto
clorético. A oxidacdo fendlica, responsavel pela cor marrom do explante, € um
fenbmeno que pode ocorrer durante todas as fases de cultivo in vitro. O
pardeamento, muitas vezes, pode ser atribuido as polifenoloxidases (PPOSs),
enzimas cobre-dependente, que catalisam a reacdo de orto-difendis (&cido
clorogénico), e, assim, conferem a cor escura ou parda aos produtos. Essa reacgéo é
desencadeada no processo de senescéncia ou por injuria dos tecidos. Na cultura de
tecidos, o corte do explante com bisturi, muitas vezes, desencadeia oxidacao
fendlica e, notadamente, pode ocorrer em diversas plantas perenes (BARRUETO
CID; TEIXEIRA, 2010).
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Figura 1 — Segmentos apicais caulinares de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), acrescido das diferentes concentracdes de 6-Benzilaminopurina - BAP (O;
1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a- Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Em
A) Aspecto da oxidacdo fendlica na base dos segmentos apicais caulinares; em B)
Formacao in vitro de raizes. Barra = 1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Ja para a calogénese, observou-se efeito significativo da interacdo entre os
fitorreguladores testados (p=0,0000) (Tabela 4). Foram observadas altas
porcentagens de calo nas bases dos segmentos apicais caulinares cultivados na
presenca de ANA e BAP (Figura 2). Na auséncia de ambos os fitoreguladores a
calogénese foi muito reduzida (6,60%) e quando apenas ANA foi adicionado, a
formacdo de calos diferiu significativamente daquela observada nos demais
tratamentos, mas também foi alta (86,6%), o que indica que € necessaria a presenca
da auxina na indugdo da calogénese em niveis satisfatorios. Provavelmente, a
suplementacdo de ANA ao meio nutritivo corrigiu o balan¢go hormonal endégeno do
explante em favor da calogénese. Na fase de avaliagdo da multiplicacdo in vitro, a
presenca de calos nos explantes pode ser interessante, uma vez que demonstra que
o explante é responsivo e, que, havendo competéncia celular e sendo possivel
estabelecer uma rota organogénica, poder-se-a4 obter a formacdo de outros 6rgéos
vegetais a partir dos calos formados. Alguns estudos tém indicado que, algumas
citocininas, como BAP, podem ser fundamentais na etapa de regeneracao dos calos
ou na multiplicacdo de gemas axilares ou apicais de plantas lenhosas ou herbaceas
(BARRUETO CID et al., 1999).
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Tabela 4 — Médias de porcentagem de calogénese em segmentos apicais caulinares
de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, apds 30 dias de cultivo in
vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracao de sais foi
reduzida & metade (2WPM), acrescidos das diferentes concentracbes de 6-
Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acetico
- ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2012.

Calogénese (%)

BAP (uM) ANA (uM) Média (%)
0 0,05
0,0 6,60 a*A 86,6 a B 46,60
1,0 93,4b B 93,4aB 93,40
1,5 93,4b B 100,0 a B 96,70
2,0 100,0 b B 93,4 aB 96,70
Média (%) 73,35 93,20 83,35
\/** 8,46

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

i I cv - o
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagdo) = — em que CV= coeficiente de variagéo e
N= nimero de repeti¢des.

No entanto, tendo em vista que a meta do presente estudo consistia em
promover a organogénese direta, ou seja, a formacao de novas partes aéreas sem a
passagem pela fase de calo, considerou-se, como o melhor tratamento, aquele com
menor média. Além disso, também é preciso considerar que, nesse experimento
inicial em que esta sendo recém avaliada a multiplicacao in vitro, simultaneamente, a
maior resposta dos explantes a rizogénese ocorreu no tratamento que promoveu a
menor formacdo de calos na base dos explantes (6,60%) e, também, naquele em
que a oxidacdo fenolica foi menor (66,70%), sugerindo que 0S processos Sao
inversamente relacionados. Nesse sentido, alguns autores indicaram que a
formacdo de calos na base dos explantes pode interferir no desenvolvimento e
funcionalidade do sistema radicular, comprometendo a aclimatizagdo das plantas
cultivadas in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Figura 2 — Calogénese em segmentos apicais caulinares de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a
metade (Y2WPM), acrescidos das diferentes concentracfes de 6-Benzilaminopurina -
BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou
0,05uM). Em A) Aspecto geral dos explantes submetidos ao cultivo in vitro; em B)
Brotacdo com formacao calogénica basal. Barra = 1 cm. Santa Maria, RS, UFSM,
2012.

4.3.2 Subcultivo 1: Efeito de diferentes concentragbes de BAP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus

N&o houve efeito significativo dos fatores testados e nem da interacéo para a
sobrevivéncia (IV=12,32%) e o estabelecimento in vitro (IV=13,81%), sendo
observadas médias gerais de 92,50% e 88,75% respectivamente. Mesmo sendo
consideradas médias altas para os cultivos in vitro de espécies florestais, houve um
leve declinio nas médias destas variaveis quando comparadas ao seu cultivo inicial
(ensaio anterior). Essa reducdo pode estar associada ao fato de que as plantas
podem ir perdendo a capacidade de regeneracdo in vitro com sucessSivos
subcultivos, fenbmeno denominado perda da capacidade morfogenética. Outro fator
importante a considerar € o tipo de explante que foi utilizado. Alguns tipos de
explantes podem apresentar um potencial regenerativo maior no inicio do cultivo, o
qual vai gradualmente declinando & medida que aumentam o niumero de subcultivos
e, consequentemente, ha um aumento no tempo de exposicdo de um mesmo
material vegetal as condig¢6es in vitro (MANTOVANI et al., 1999).
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Ja para numero de brotos por explante (p=0,0137) e numero de apices por
explante (p=0,0082) houve efeito significativo da interacdo entre a citocinina e a
auxina testadas. Os resultados para estas variaveis podem ser visualizados nas

Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5 — Média de namero de brotos por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentracbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Nafatleno - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM,
2012/2013.

NuUmero de brotos por explante

BAP (uM) ANA (uM)
0 0,05 Média
0,0 0,20 b*A 0,00 a A 0,10
1,0 0,13b A 0,12 a A 0,13
1,5 0,33b A 0,33aA 0,33
2,0 0,80 a A 0,13aB 0,47
Média 0,36 0,14 0,26
|\/** 42,25

* médias seguidas de letras diferentes, minldsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a@”

. L cv - o
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagdo) = N em que CV= coeficiente de variacdo e
N= numero de repeticdes.

A maior média obtida para o numero de brotos foi observada a 2uM de BAP e
na auséncia da auxina ANA, sendo obtido 0,80 broto por explante, resultado este
gue diferiu de todos os demais tratamentos. Contudo, as médias observadas para
esta variavel sdo consideradas baixas para a cultura de tecidos vegetais, indicando
gue as concentracdes da citocinina e da auxina utilizadas nao foram eficientes na
formacéao in vitro de brotos em segmentos nodais de H. chrysotrichus. Entretanto,
aumentando-se as concentracbes de BAP, a niveis superiores a 2uM,
possivelmente, poder-se-a induzir maior formacdo de brotos em explantes dessa
espécie.

Na multiplicacdo in vitro de Tectona grandis L.f. (teca), as combinacdes de
0,5uM de ANA com 2,2uM de BAP promoveram os melhores resultados (1,75
brotos) para segmentos nodais cultivados em meio MS apds 30 dias de cultivo in
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vitro (FERMINO JUNIOR et al., 2009). Para Citrus aurantium (laranja-azeda), foi
verificado que BAP foi eficiente na indugcdo de mdultiplas brotagBes, apesar do
namero de brotos por explante decrescer gradualmente quando foram utilizadas
concentracdes superiores a 2,2uM dessa citocinina. Entretanto, o maior numero de
brotos foi observado a 1,8uM de BAP (SILVA et al., 2008). Concentra¢cbes mais altas
dessa citocinina forneceram melhores respostas para a multiplicacdo in vitro de
Myracrodruon urundeuva Fr. All (aroeira). Os segmentos apicais e nodais foram
inoculados em meio ¥2MS, acrescido de diferentes concentracées de BAP (0,0; 2,3;
4,5 ou 6,7uM), tendo sido observado 90% de regeneracéo direta em ambos 0s tipos
de explantes, com BAP a 4,5uM, tratamento que resultou em uma brotacao formada
por explante (ANDRADE et al., 2000).

Tabela 6 — Média de numero de apices por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentragbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05puM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2012/2013.

Numero de 4pices por explante

BAP (UM) ANA (UM) Média
0 0,05
0,0 1,20 b*A 0,80 a A 1,00
1,0 1,00 b A 1,12aA 1,06
1,5 1,33abA 1,33aA 1,33
2,0 1,80 a A 0,93aB 1,37
Média 1,33 1,05 1,19
[\V/** 12,76

*médias seguidas de letras diferentes, minldsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a”

Co N cv - .
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagcdo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e
N= numero de repeti¢des.

Assim como para o numero de brotos por explante, a maior média de niumero
de apices por explante ocorreu na presenca de 2uM de BAP e na auséncia de ANA
(1,80). No entanto, esta média n&o diferiu de forma significativa do tratamento em
que foi acrescido, ao meio nutritivo WPM, 1,5uM de BAP (1,33), sendo que, para

esta mesma concentracdo da citocinina combinada a 0,05uM de ANA, foi observada



78

média idéntica. Estes resultados podem estar associados ao balan¢co hormonal
endogeno, o qual pode ter sido alterado pelo acréscimo de uma citocinina exégena,
favorecendo, assim, a formacéo de novos apices.

Para o numero de gemas por explante (8,64; IV=15,66%), o numero de folhas
por explante (9,09; 1V=15,17%), o numero de entrends por explante (2,86;
IV=17,43%) e a calogénese (85,82%; IV=16,32%), n&o foi verificado efeito
significativo dos fatores testados e, tampouco, da interacdo. Em relacdo ao nimero
de gemas por explante e nimero de folhas por explante foi verificada uma resposta
contraria aquela observada para as médias de sobrevivéncia e estabelecimento in
vitro ao se estabelecer uma comparacdo com o cultivo inicial, havendo um aumento
na proliferacdo de gemas e folhas durante o presente subcultivo. Esse resultado
pode estar relacionado ao fato de que, no presente ensaio, foram usados, como
explante, segmentos nodais, 0os quais contém duas gemas axilares pré-existentes,
ao passo que 0s segmentos apicais caulinares, utilizados no cultivo inicial, contém
apenas uma. Além disso, durante esse primeiro subcultivo, o meio nutritivo utilizado
foi o WPM em sua composicdo original de sais, enquanto que, no cultivo inicial,
optou-se por usar WPM na concentracdo sais reduzida a metade (Y2WPM). Outro
aspecto relevante e, que também, pode estar associado aos resultados observados,
€ 0 tempo que algumas espécies, especialmente as lenhosas, levam para responder
aos estimulos que Ihe sdo impostos. Portanto, a melhor resposta para essas
variaveis, pode estar condicionada ao maior tempo (30 dias do cultivo inicial + 30
dias referentes ao subcultivo 1) de exposicdo aos tratamentos na presenca dos
fitorreguladores.

Para a oxidacdo fendlica, houve efeito significativo do fator principal,
concentragdo de BAP (p=0,0032) (Tabela 7), em que se observou média mais baixa
na auséncia de BAP, a qual ndo diferiu significativamente daquela observada na
presenca de 2uM da citocinina. Muitas vezes, 0 acréscimo de citocininas ao meio
nutritivo pode retardar a sintese de fendis, assim, permitindo-se obter niveis mais
baixos de oxidacdo fendlica (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010), o que pode ter
contribuido para a obtencdo de um nimero maior de brotos nos segmentos nodais
de H. chrysotrichus, na presenca da maior concentragdo de BAP, neste ensaio. De
maneira geral, esse efeito das citocininas, também pode ser percebido em relacéo a
senescéncia foliar, a qual pode ser atrasada pelo emprego desta classe de
fitorreguladores (TAIZ; ZIEGER, 2004).
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Tabela 7 — Porcentagem média de oxidacdo fendlica em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido de
diferentes concentracbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
independente das concentraces de Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM).
Santa Maria, RS, UFSM, 2012/2013.

BAP (uM) Oxidacao fendlica (%)
0,0 16,50 a*
1,0 68,40 b
1,5 63,40 b
2,0 49,90ab
Média (%) 49,55
[\/** 22,16

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

. cv - o , .
de variacdo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repetices.

Entretanto, de maneira geral, a oxidagdo fendlica pode estar associada aos
ferimentos que s@o provocados nos explantes no momento do corte. Esse estresse
causado ao tecido vegetal, em especial aos tecidos mais juvenis, pode estimular a
atividade da fenilalanina amonialiase (PAL), enzima que atua no metabolismo de
compostos fendlicos (TAIZ; ZIEGER, 2004). Aliado a isso, podem estar igualmente
associados, fatores relacionados as condicdes a que 0s explantes estdo submetidos,
assim como aos componentes do meio nutritivo e aos fitorreguladores (LEDO et al.,
2002).

4.3.3 Subcultivo 2: Efeito de diferentes concentragbes de BAP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais

Handroanthus chrysotrichus

Houve efeito significativo dos fatores testados para todas as variaveis
analisadas, exceto para a oxidacao fendlica, que apresentou uma elevada média
geral (91,69%). Para a sobrevivéncia (p=0,0064), o estabelecimento (p=0,0191) e o
namero de brotos por explante (p=0,0005) houve efeito significativo das

concentracOes da citocinina BAP, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Porcentagem média de sobrevivéncia, estabelecimento e numero de
brotos por explante (NB/E) em segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apdés 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das diferentes concentracdes de 6-
Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM) independente das concentracdes de
Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

BAP (uM) Sobrevivéncia (%) Estabelecimento (%) NB/E
0,0 68,35 a* 65,00 a 1,33 a
1,0 51,65ab 51,65ab 0,58 b
1,5 3155b 31,55b 0,85b
2,0 48,30 a b 48,30 a b 0,72b

Média 49,96 49,12 0,87

[\/** 20,26 21,09 20,65

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

I cv - . . -
de variacdo) = — eém que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

Em relacdo as médias gerais obtidas para sobrevivéncia e estabelecimento in
vitro, ao se estabelecer uma comparagdo com os dois cultivos anteriores (cultivo
inicial e primeiro subcultivo), percebe-se uma reducdo de, aproximadamente, 40%
dos valores médios de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos explantes de
H. chrysotrichus. Estes resultados, possivelmente, estdo associados ao tempo em
gue o material vegetal esta sendo subcultivado nas mesmas condi¢cdes (em torno de
90 dias), podendo conforme mencionado anteriormente, estar perdendo a
capacidade de regeneracdo in vitro. Outro aspecto a ser considerado diz respeito a
elevada oxidagéo fendlica, observada na base de 91,69% dos explantes cultivados
in vitro. Este fenbmeno, geralmente, esta associado a reducdo nas meédias de
desenvolvimento dos materiais vegetais mantidos sob condi¢des de cultivo in vitro e
muitas vezes, a ele também, pode estar relacionado 0 maior ou menor
estabelecimento in vitro dos explantes (BASSAN et al., 2006).

Ja para o numero de brotos por explante observou-se que a maior média
ocorreu na auséncia de BAP, em que foram obtidos 1,33 brotos por explante.
Mesmo havendo um leve aumento na média geral de numero de brotos (0,87 broto
por explante), quando comparada a média verificada durante o primeiro subcultivo
(0,26 broto por explante), as concentracdes de BAP nao induziram uma proliferacao
de brotos de maneira satisfatéria, indicando que esta citocinina é ineficiente nessa

fase do cultivo in vitro de segmentos nodais de H. chrysotrichus.
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Diferentemente dos resultados observados no presente estudo, na
multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de Prunus salicina Lindl. (ameixeira
‘Santa rosa’), em que foi testado o efeito da citocinina BAP (2,22; 4,44; 8,88 ou
13,33uM) acrescida ao meio nutritivo MAL1, o melhor resultado obtido para a
formacéao de brotos foi na presenca de 8,88uM, em que foram observados 3,6 brotos
por explante (ROGALSKI et al., 2003). De maneira semelhante, para a multiplicacdo
in vitro de segmentos nodais de Acacia mearnsii De Wild. (acécia-negra), em meio
nutritivo BA (GAMBORG et al.,1968), acrescido de 8,88uM de BAP, a melhor
resposta foi de 3,5 gemas axilares por explante (BORGES et al., 2004).

Para numero de gemas por explante, numero de folhas por explante e nimero
de apices por explante (com valores de “p” de 0,0102; 0,0103 e 0,0269
respectivamente) foi observada interacdo significativa entre os fatores principais. As
médias observadas para estas varidveis estdo expostas nas Tabelas 9, 10 e 11

respectivamente.

Tabela 9 — Numero médio de gemas por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentracbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

NUmero de gemas por explante

BAP (UM) ANA (UM) Média
0 0,05
0,0 4,33 a*A 460abA 4,46
1,0 2,93aA 4,93 aA 3,93
1,5 4,40 a A 1,67bB 3,03
2,0 2,67 aA 4,80 aA 3,74
Média 3,58 4,00 3,79
[\V/** 21,00

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

. cv - . , -
de variacédo) = — €M que CV= coeficiente de variacdo e N= niimero de repeticoes.
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Tabela 10 — Numero médio de folhas por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentragbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Numero de folhas por explante

BAP (uM) ANA (UM) Média
0 0,05
0,0 3,30 a*A 3,33abA 9,95
1,0 2,27 aA 3,63aA 8,85
1,5 3,33aA 1,13b B 6,70
2,0 1,86 a A 3,50 a A 8,05
Média 2,69 2,90 2,80
[\ 22,04

*médias seguidas de letras mindsculas 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. **IV

. - cv - A . -
(Indice de variacéo) = — eémque CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

Para o numero de gemas e o numero de folhas, a combinacéo entre a auxina
com 1,5uM de BAP ndo promoveu resultado satisfatério, o qual néo diferiu
significativamente da média observada quando apenas ANA estava presente. De
maneira geral, foi possivel perceber que, assim como para a sobrevivéncia e o
estabelecimento in vitro, houve uma consideravel reducdo nas médias se
comparadas ao primeiro subcultivo e ao cultivo inicial. Esse decréscimo pode estar
associado a elevada porcentagem de oxidagdo fendlica nos explantes (91,69%).
Como ja discutido anteriormente, a oxidacéo fendlica pode provocar uma redugéo no
desenvolvimento das culturas pela liberacdo de substancias toxicas aos cultivos.
Outra relacdo que pode ser estabelecida e, que, também, ja foi mencionada
referindo-se a sobrevivéncia e estabelecimento, € com o tempo de cultivo in vitro do
material vegetal (em torno de 90 dias, ao se considerar desde o cultivo inicial), o
gual pode ir perdendo a capacidade de responder aos estimulos que lhes foram
impostos.

De maneira semelhante, na micropropagacdo de segmentos nodais de
Didymopanax morototoni (caixeta), cultivados em meio nutritivo WPM suplementado
com 4,44uM de BAP ou TDZ, foi percebido que, apoOs trés subcultivos, houve
reducdo na taxa de multiplicacdo in vitro dos explantes (MANTOVANI et al., 1999).

Resultado que, também, foi observado para hibridos de Eucalyptus globulus Labill.



83

(eucalipto), durante a fase de multiplicacédo in vitro, atribuindo-se, de modo geral, a
causa para o declinio de respostas in vitro, a execucao de subcultivos continuos

sem alteragOes das condic¢des in vitro (BORGES et al., 2011).

Tabela 11 — Numero médio de apices por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentragbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Numero de 4pices por explante

BAP (UM) ANA (UM) Média
0 0,05
0,0 1,23 a*A 1,43 aA 1,33
1,0 0,80 a A 1,20 a A 1,00
1,5 1,00 a A 0,40b B 0,70
2,0 0,67 aA 1,30 a A 0,99
Média 0,93 1,08 1,00
[\V/** 19,59

*médias seguidas de letras minUsculas 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. **
S I cv - N , .
IV (Indice de variacéo) = — eém que CV= coeficiente de variagdo e N= nimero de repeticdes.

Para o numero de apices por explante a combinacdo entre 1,5uM de BAP
com a auxina proporcionou a menor média para esta variavel em relacdo as demais.
De modo geral, para a média observada no presente ensaio, também, foi constatada
uma reducdo quando comparada a media resultante no primeiro subcultivo (1,19).
Durante a avaliacdo do ensaio, ja fora observado que os brotos formados tinham
tamanho muito pequeno, ndo possuindo, ainda, desenvolvimento de parte aérea
completa. Esse resultado, assim como aqueles observados para a maioria das
variaveis analisadas neste ensaio, pode estar associado aos sucessivos subcultivos,
a ineficiéncia das concentracbes da citocinina aplicada visando a multiplicaco in
vitro de H. chrysotrichus e ainda, a elevada oxidacéo fenodlica nos segmentos nodais
cultivados in vitro, como ja discutido anteriormente.

Para a calogénese houve efeito significativo da auxina ANA (Tabela 12). Os
segmentos nodais de H. chrysotrichus apresentaram menor porcentagem de calos

na auséncia da auxina, sendo considerado o melhor tratamento.
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Tabela 12 — Porcentagem meédia de calogénese em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido das
diferentes concentracdes de Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM)
independentemente das concentracfes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou
2uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

ANA (UM) Calogénese (%)
0,00 14,97 a*
0,05 29,10 b
Média (%) 22,03

[\V/** 42,10

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

I cv - . . -
de variacdo) = — eém que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

Pode-se perceber que, no presente subcultivo, houve menor formacao
calogénica, quando comparado aos dois cultivos que o antecederam. Este resultado
por estar associado as menores médias de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro
dos explantes observadas nesse subcultivo. Resposta que, também, pode estar

relacionada ao tempo de cultivo in vitro do mesmo material vegetal e a alta

porcentagem de oxidacado fendlica na base dos segmentos nodais.

4.3.4 Subcultivo 3: Multiplicacéo in vitro de brotagdes de Handroanthus chrysotrichus

em meio nutritivo WPM

O subcultivo 3 foi realizado com o objetivo de acompanhar o desenvolvimento
in vitro das brotagdes de H. chrysotrichus formadas nos cultivos anteriores. Durante
este subcultivo, todas as brotacdes obtidas foram, quando possivel, subcultivadas
em meio nutritivo fresco WPM na auséncia de fitorreguladores, ndo havendo,
portanto, fontes de variacdo a serem testadas. Optou-se por ndo adicionar
fitorreguladores ao meio nutritivo devido as respostas pouco promissoras de H.
chrysotrichus na sua presenca durante os trés primeiros cultivos, sendo que, mesmo
havendo um pequeno incremento para algumas variaveis, nao foi verificada uma

multiplicacéo eficiente dos explantes. Alguns estudos indicam que o acréscimo de
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fitorreguladores aos meios nutritivos, muitas vezes, controlam ou induzem a
morfogénese in vitro de maneira satisfatoria. Entretanto, a exposi¢ao prolongada do
material vegetal a presenca de fitorreguladores, pode acarretar em perda da
capacidade organogénica e, em alguns casos, podem inclusive causar desordens
fisiologicas (ANDRADE et al., 2012).

No entanto, mesmo sem a presenca de fontes de variagao (tratamentos) para
0 presente subcultivo, foi realizada a avaliacdo de algumas variaveis-resposta
visando analisar o desempenho das culturas. Com essa finalidade, sera apresentado
um quadro (Quadro 2) com as médias gerais observadas para as variaveis avaliadas

durante esse subcultivo.

Variaveis Médias gerais
Sobrevivéncia in vitro (%) 71,93
Estabelecimento in vitro (%) 71,93
N° brotos por explante 0,68
N° gemas por explante 5,18
N° folhas por explante 4,31
N° apices por explante 1,12
N° entrends por explante 1,60
Calogénse in vitro (%) 0,88
Rizogénese in vitro (%) 9,64
Oxidacéo fendlica (%) 85,53

Quadro 2 — Médias gerais observadas em brotacdes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de subcultivo em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ — WPM, na auséncia de fitorreguladores, subsequente a dois
subcultivos anteriores e cultivo inicial, totalizando 90 dias, na presenca de 6-
Benzilaminopurina (BAP) e Acido a-Naftaleno Acético — ANA. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

De maneira geral, a maioria das médias observadas durante o presente
subcultivo, com excecao do numero de brotos por explante e da calogénese, todas
as demais varidveis avaliadas em comum com o subcultivo anterior (subcultivo 2),
apresentaram meédias gerais mais elevadas em relacdo as obtidas no segundo
subcultivo. Para a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro, pode-se perceber que
houve um aumento nas médias resultantes, quando o material foi subcultivado em

meio nutritivo WPM, sem a presenca de fitorreguladores. Além disso, para numero
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de gemas por explante, numero de folhas por explante, nimero de &pices por
explante e numero de entrends por explante, também foi possivel verificar o mesmo
comportamento, havendo desenvolvimento dos tecidos vegetais, mesmo na
auséncia de fitorreguladores. Este fato, ratifica o que anteriormente foi mencionado,
gue, para a multiplicacdo in vitro de H. chrysotrichus, o uso de fitorreguladores
testados (BAP e ANA) pode ser dispensavel, nas condi¢des avaliadas.

Para outra espécie florestal, Grevillea robusta Cunn. (grevilha), a fase de
multiplicacdo e alongamento in vitro de explantes advindos de sucessivos
subcultivos foi possivel sem a presenca dos fitorreguladores testados (BAP, ANA,
Acido Indol Acético — AIA, Acido Indol Butirico - AIB, e Acido Giberélico - GA3)
(SANTOS et al.,, 2004). Resultado semelhante, também, foi obtido para Albizia
niopoides (Bentham) Burkart (farinha-seca), em que foi possivel multiplicar o material
vegetal, a partir de segmentos nodais cultivados em meio nutritvo WPM, sem o
acréscimo de fitorreguladores (ROSSI; SARTORETTO, 2013).

4.3.5 Subcultivo 4: Multiplicacédo in vitro de brotacdes de Handroanthus chrysotrichus

em meio nutritivo MS

Da mesma maneira como descrito para o subcultivo 3, o presente subcultivo,
também, teve como objetivo manter e multiplicar as brota¢cdes de H. chrysotrichus
desenvolvidas nos subcultivos anteriores. Assim, todas as brotagdes desenvolvidas
in vitro foram multiplicadas e subcultivadas em meio nutritivo fresco MS, na auséncia
de fitorreguladores, sendo todo o material vegetal submetido as mesmas condicdes
descritas anteriormente. O meio nutritvo MS foi utilizado visando fornecer uma
condicao diferenciada as brotacées de H. chrysotrichus, que até entdo estavam
sendo cultivadas em meio nutritivo WPM, na tentativa de promover um estimulo ao
desenvolvimento in vitro desse material vegetal. No Quadro 3 estdo expostas as

meédias gerais obtidas para as variaveis avaliadas durante esse subcultivo.
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Variaveis Médias gerais
Sobrevivéncia in vitro (%) 43,62
Estabelecimento in vitro (%) 43,62
N° brotos por explante 0,51
N° gemas por explante 2,63
N° folhas por explante 2,53
N° apices por explante 0,64
N° entrends por explante 0,60
Calogénse in vitro (%) 0,82
Rizogénese in vitro (%) 0,82
Oxidacao fendlica (%) 94,23

Quadro 3 — Médias gerais observadas em brotacdes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de subcultivo em meio nutritivo
MS, na auséncia de fitorreguladores, subsequente a trés subcultivos anteriores e
cultivo inicial, totalizando 120 dias de cultivo in vitro, sendo que 90 dias na presenca
de 6-Benzilaminopurina (BAP) e Acido a-Naftaleno Acético — ANA. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013.

Ao contrario do que foi verificado para o subcultivo anterior, durante esse
subcultivo todas as médias gerais sofreram consideravel reducdo. Apenas a
oxidacdo fendlica, observada na base das brotacGes, mostrou-se ainda mais
elevada, fenbmeno que pode estar relacionado a reducdo nas médias de todas as
demais variaveis avaliadas, neste subcultivo. Da mesma maneira, outro fator que
pode estar relacionado a essa reducédo, é a utilizacdo do meio nutritivo MS, o qual
pode ndo ter atendido de modo satisfatorio as necessidades nutricionais das
brotacdes, sugerindo ndo ser o meio nutritivo mais adequado a multiplicacéo in vitro
dessa espécie.

De maneira similar, 0 meio nutritivo MS, também, ndo foi o mais apropriado
na regeneragao in vitro de Cordia trichotoma (louro-pardo) (MANTOVANI et al.,
2001). Igualmente, foi o verificado, durante a micropropagacdo de Didymopanax
morototoni (caixeta), em que o mesmo meio nutritivo ndo foi o mais eficiente no

cultivo in vitro de brotagfes dessa espécie (MANTOVANI et al., 1999).
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4.3.6 Taxas de multiplicac&o in vitro para o cultivo inicial e subcultivos

Os resultados para as taxas de multiplicagéo in vitro referentes aos cultivos
anteriores (cultivo inicial, subcultivo 1, subcultivo 2, subcultivo 3 e subcultivo 4) estédo
apresentados na Tabela 13. Foi observada diferenca significativa entre os valores
obtidos para cada taxa de multiplicacdo estimada em relacdo aos periodos de
cultivo.

A primeira taxa média de multiplicacdo foi calculada considerando-se o
namero total de gemas formadas, excluindo-se a apical, durante o cultivo inicial dos
segmentos apicais caulinares em um periodo de 30 dias, sendo que o valor atingido
foi de 794 gemas. Embora este resultado seja bastante elevado, foi obtido um valor
ainda maior no subcultivo 1 (803 gemas), sendo este o mais alto se comparados
aqueles obtidos nos demais cultivos realizados. Os valores obtidos por meio desta
estimativa indicam o potencial de propagacdo do material vegetal em cultivo
(SANTIAGO, 2011).

Tabela 13 — Taxas de multiplicagdo in vitro (TX;, TX, e TX3) calculadas a partir de
explantes (segmentos apicais caulinares ou segmentos nodais) de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivados e subcultivados in
vitro em meios nutritivos (Y2AWPM, WPM ou MS), na presenca ou auséncia de
diferentes concentracbes de 6-Benzilaminopurina - BAP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a concentraces de Acido o-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM).
Santa Maria, RS, UFSM, 2012/2013.

Cultivos in vitro TX** TXp*** T Xg****
Cultivo inicial 794 b* 7,62 a -
Subcultivo 1 803 a 435b 4,04 a
Subcultivo 2 430d 1,90d -
Subcultivo 3 725 c 2,59 c 2,72b
Subcultivo 4 152 e 1,31e 1,24 c
Média 580,8 3,55 2,67

*médias seguidas de letras minlsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **calculada
por meio da contagem do nimero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a
gema apical; ***divide-se o nimero de gemas por explante pelo namero inicial de gemas do explante
no momento de estabelecimento do cultivo; ****quociente entre 0 somatério de apices e entrenés e o
namero total de explantes.
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Observaram-se, de uma maneira geral, valores muito altos para a primeira
taxa de multiplicagdo (TX;) empregada, a qual foi originalmente usada para estimar
as taxas de multiplicacdo em cultivares de batata, por Pereira; Fortes (2004). Esta
resposta é bastante interessante, especialmente, quando relacionada a multiplicacao
in vitro de uma espécie florestal nativa brasileira, haja vista que a maioria dos
trabalhos ndo contempla essas estimativas. No entanto, alguns dos estudos visando
obter a taxa de multiplicacdo in vitro para espécies lenhosas tém sido executados,
em grande parte, com o género Eucalyptus (ALMEIDA, 2012; BORGES et al., 2011;
BRONDANI et al.,, 2009; SOBROSA; CORDER, 2003; BENNETT et al.,, 1994;
CORREIA, 1993). As taxas de multiplicagdo que vem sendo obtidas sdo bastante
variaveis entre diferentes hibridos deste género, como por exemplo, para o hibrido
Eucalyptus benthamii x E. dunnii em que a média observada foi 20,2 gemas por
explante (BRONDANI et al., 2009), enquanto que para hibridos de E. globulus a
média obtida foi de 4,7 brota¢gBes por explante (BORGES et al., 2011) e 7,0 brotos
por explante para E. grandis (ANDRADE et al., 2006).

Por meio desse mesmo calculo (TX;), para cultivares de batata mantidas in
vitro o resultado observado para os rametes mais produtivos foi de 72 gemas, para o
ramete A33 da cultivar Asterix, enquanto que para o ramete 5D de Atlantic, a taxa
média resultante foi de 102,38 gemas formadas ao longo dos oito subcultivos
(SANTIAGO, 2011). A referida autora indica que as taxas de multiplicacdo séo
fatores importantes relacionados a estabilidade genética do material vegetal
cultivado in vitro, podendo ser indicativo, quando as taxas de multiplicagdo sdo muito
elevadas, de variacdo somaclonal.

A variacdo somaclonal, pode ser gerada por alteracbes genéticas ou
epigenéticas (mudancas reversiveis) nas plantas durante a propagacao in vitro e,
pode ter sua origem associada a diversas causas, dentre as quais podem ser
incluidas altas taxas de multiplicacdo e o estresse provocado ao material vegetal
pela execugéo de sucessivos subcultivos (RIBEIRO, 2012). Entretanto, dependendo
do objetivo do estudo, a ocorréncia de desse tipo de variagdo pode ser interessante,
tendo em vista, por exemplo, a ampliacéo da variabilidade genética de uma espécie
com base genética estreita. Por outro lado, quando se deseja a multiplicacdo de
genotipos elite, a ocorréncia dessas variacdes pode ser desfavoravel (SANTIAGO,
2011).
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Para espécies florestais ainda sdo poucos o0s relatos a respeito destes
eventos. Um dos estudos relacionados a variacdo somaclonal apontou a ocorréncia
de mecanismos epigenéticos que promoveram alteracdes nos resultados obtidos
durante o cultivo in vitro de clones de Eucalytus citriodora (Hook) K. D. Hill & L. A. S.
Johnson (eucalipto) quanto ao desenvolvimento requerido. Estando estas respostas,
conforme a autora, correlacionadas a nutricdo mineral no cultivo in vitro (ALMEIDA,
2012). Em Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), foi avaliada a estabilidade
genética na calogénese in vitro, sendo os calos submetidos a técnica de marcadores
de DNA denominada Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados’ -
AFLP, para verificar a possivel ocorréncia de variagdo somaclonal em fungéo da
origem dos explantes, nimeros de subcultivos e periodo de cultivo in vitro. Os
resultados observados pelo autor foram de que, apesar de o uso da técnica AFLP
ser viavel para a conducao de estudos com a espécie, néo foi possivel detectar, de
maneira precisa, a ocorréncia de variagdo somaclonal, sendo, nesse sentido,
necessarios ajustes para ampliar o poder da técnica (NENARTAVIS, 2010).

Dessa maneira, diante dos resultados obtidos no presente ensaio, no que diz
respeito as elevadas médias observadas de multiplicacdo in vitro, estimadas por
meio do emprego da primeira taxa (TX;), para os explantes de H. chrysotrichus,
sugerem, que além do bom potencial da espécie para essa fase do cultivo in vitro,
pode ser indicativa da ocorréncia de variaces somaclonais durante a execucao de
subcultivos sucessivos. Contudo, estudos especificos a respeito destes aspectos
devem ser realizados para investigar essas questoes.

Em relacdo as demais taxas que foram calculadas (TX; e TX3), as quais
podem fornecer uma estimativa em relagdo a capacidade de crescimento e
desenvolvimento do material vegetal que estd sendo micropropagado (SANTIAGO,
2011), obtiveram-se resultados semelhantes para ambas as estimativas durante os
subcultivos em que estas foram calculadas. Em estudo realizado com Malus
prunifolia Willd, Borkh (macieira cv. Marubakaido) em meio nutritivo MS acrescido de
4,44uM de BAP, foi obtida uma taxa média de multiplicagdo de 12,9 apoés 40 dias de
cultivo in vitro (ERIG; SCHUCH, 2002), a qual foi superior as taxas TX; e TX3
observadas no presente ensaio. No entanto, € recomendado considerar que na
multiplicacdo in vitro, ndo se trata apenas de alcancar taxas elevadas de

7

multiplicacdo para alguns explantes, o interessante é obter valores médios que
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sejam satisfatérios, havendo o minimo de variacdo entre explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

4.3.7 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracdes de Cinetina (CIN) e tipos de

explantes na multiplicacéo in vitro de Handroanthus chrysotrichus

Para a sobrevivéncia ndo houve efeito significativo para nenhum dos fatores
testados e, tampouco, para a interagdo entre eles. Entretanto, foi observada uma
elevada média geral, de 95,36% (IV=4,13%) de sobrevivéncia in vitro dos explantes.
Para o estabelecimento in vitro, a analise de variancia resultou significativa para a
interacdo entre os fatores testados (p=0,0205), no entanto, o teste de médias nado
revelou diferenca significativa para explantes do tipo segmento apical caulinar.
Contudo, houve efeito significativo das concentracdes de citocininas quando o

explante usado foi o segmento nodal (Tabela 14).

Tabela 14 — Porcentagem média de estabelecimento in vitro de segmentos nodais
de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias
de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ — WPM, cuja concentracéo
de sais foi reduzida & metade (YAWPM), acrescido de Acido a-Naftaleno Acético -
ANA a 0,05uM e das diferentes concentracdes de Cinetina - CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM).
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Estabelecimento in vitro (%)

CIN (uMm) Tipos de explantes
Segmento apical caulinar Segmento nodal Média (%)
0,0 87,62 a*A 100,0a A 93,81
1,0 91,75a A 100,0 a A 95,87
15 95,87 aA 83,37bB 89,62
2,0 100,0a A 87,62aA 93,81
Média (%) 93,81 92,75 93,28
[\/** 5,34

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

. L cv - .
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variacdo) = — €M que CV= coeficiente de variacdo e
N= nUmero de repeticdes.
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Os dois tipos de explantes apresentaram, de maneira geral, altas
porcentagens de estabelecimento in vitro, exceto segmentos nodais na presenca de
1,5uM de cinetina que apresentaram média inferior, de maneira semelhante ao que
foi verificado em outro ensaio quando foi utilizada a citocinina BAP. Os resultados
observados indicam que, para essa fase do cultivo in vitro de H. chrysotrichus, a
citocinina testada é dispensavel. Da mesma maneira, para 0 numero de brotos por
explante (p=0,0137) e o numero de apices por explante (p=0,0133) foi verificada
interacdo significativa entre as concentracdes de CIN e os diferentes tipos de
explantes testados (Tabelas 15 e 16 respectivamente). Houve diferencas
significativas entre os tipos de explantes utilizados e as concentracdes de CIN,
sendo que o0s segmentos nodais apresentaram maior formacdo de brotos por

explante, de maneira geral, em comparacdo aos segmentos apicais caulinares.

Tabela 15 — Numero médio de brotos por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracao de
sais foi reduzida & metade (Y2WPM), acrescido de Acido a-Naftaleno Acético - ANA a
0,05puM e das diferentes concentragdes de Cinetina - CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM). Santa
Maria, RS, UFSM, 2013.

Numero de brotos por explante

CIN (uMm) Tipos de explantes
Segmento apical caulinar Segmento nodal Média
0,0 0,00 a*B 1,75aA 0,88
1,0 0,00aB 1,67abA 0,84
1,5 0,25aB 1,13b A 0,69
2,0 0,04aB 1,67abA 0,86
Média 0,07 1,56 0,82
[\V/** 17,96

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

- I cv - A
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagdo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e
N= nimero de repeti¢des.

De maneira geral, o segmento nodal apresentou melhor resultado, tanto para
namero de brotos por explante quanto para o niumero de apices por explante, em
relacdo ao segmento apical caulinar. Este resultado pode ser atribuido ao nimero de

gemas inicais presentes nos explantes, pois o segmento nodal continha duas gemas
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axilares pré-existentes, enquanto que o segmento apical caulinar apenas a gema
apical, podendo esta diferenca entre os explantes ter influenciado no melhor
desempenho in vitro do segmento nodal quanto a formacdo de brotos e apices,
independentemente da presenca da citocinina (Figura 3). No entanto, esses valores
ainda sdo considerados baixos quando o objetivo € a multiplicacdo in vitro do

material vegetal.

Figura 3 — Formacdo de brotacbes em segmento nodal de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a
metade (2WPM), acrescido das diferentes concentracdes de Cinetina - CIN (0; 1;
1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0,05uM). Barra = 1 cm.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Visando a inducdo de brotacbes in vitro em segmentos nodais de
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (peroba-rosa), os explantes foram inoculados
em meio nutritivo WPM, suplementado de concentracdes de BAP, Zeatina — ZEA ou
CIN (0; 2,2; 4,4 ou 8,8uM), durante o cultivo inicial e os dois subcultivos
subsequentes. As maiores taxas médias de regeneracao de brotacdes axilares (4-5
brotos por explante) foram obtidas na presenca de BAP e ZEA a partir de 4,4uM,
apos o segundo subcultivo. Conforme os autores, a citocinina CIN pode promover
baixas taxas médias de regeneracdo de brotacdes (2-3), ou, entdo, que este
fitorregulador, em algumas espécies, contribui para o alongamento das brotacdes
(RIBAS et al., 2005). Em estudo com Handroanthus impetiginosus Mattos (ipé-roxo),
com objetivo de verificar a influéncia das concentracdes (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ou 8uM)
de CIN na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais, apos 60 dias de cultivo em
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meio nutritivo WPM, foi observado que, a presenca da concentracdo mais alta da
citocinina, resultou na formacao de maior nimero médio de brotos por explante (4,0)
e nimero médio de gemas por explante (10,83) para essa espécie (MAXIMO et al.,
2010). A cinetina, nas concentracdes de 4,65 e 23,23 uM, foi mais eficiente na
inducao de brotos (3,00) e gemas (1,83), respectivamente, em segmentos caulinares
de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatiméo) cultivados in vitro em
meio nutritivo MS ap6s 60 dias (NICIOLI, 2006).

Tabela 16 — Numero médio de apices por explante em segmentos apicais caulinares
e segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), apos 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ —
WPM, cuja concentragdo de sais foi reduzida a metade (2WPM), acrescido de Acido
a-Naftaleno Acético - ANA a 0,05uM e das diferentes concentracdes de Cinetina -
CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Numero de apices por explante

CIN (um) Tipos de explantes
Segmento apical caulinar Segmento nodal Média
0,0 0,96 a*B 1,88a A 1,42
1,0 0,96 aB 1,79aA 1,38
1,5 1,04a8B 1,29b B 1,17
2,0 1,04aB 1,75aA 1,40
Média 1,00 1,68 1,34
|\/** 7,95

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

- I cv - A
refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagdo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e
N= nimero de repeti¢des.

Igualmente ao verificado para o numero de brotos por explante, para o
numero de apices por explante, a melhor resposta obtida foi com a utilizacdo do
segmento nodal, exceto na concentracdo a 1,5uM de CIN. Para essa variavel o
comportamento dos diferentes tipos de explantes em relacdo as concentracfes da
CIN, foi semelhante ao observado para o estabelecimento in vitro. Foi observado
gue a maior média (1,88) para os segmentos nodais foi obtida na auséncia da
citocinina, no entanto, este resultado ndo diferiu de maneira significativa das

respostas obtidas para as demais concentracées de CIN. Por outro lado, para os
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segmentos apicais caulinares, foram verificadas médias mais promissoras para 0
namero de apices por explante na presenca das concentragcdes mais altas da CIN,
entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as demais médias considerando
este tipo de explante.

Para o numero de gemas por explante (1V=13,64%) e o numero de folhas por
explante (IV=17,29%) n&o foi observado efeito significativo entre os fatores testados
e nem para a interacdo, sendo observadas médias gerais de 4,70 gemas por
explante e 2,97 folhas por explante. Entretanto, foi possivel obter melhores
resultados para ambas as variaveis com a utilizacdo de BAP e/ou ANA nos ensaios
discutidos anteriormente, durante os dois primeiros cultivos (cultivo inicial e
subcultivo 1).

Para a calogénese houve efeito significativo apenas da concentracdo de CIN

(p=0,0165), como apresentado na Tabela 17.

Tabela 17 — Médias de porcentagem de calogénese em segmentos apicais
caulinares ou segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos, apos 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ -
WPM, cuja concentracéo de sais foi reduzida & metade (¥2WPM), acrescido de Acido
a-Naftaleno Acético - ANA a 0,05uM e das diferentes concentracdes de Cinetina -
CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

CIN (uM) Calogénese (%)
0,0 0,00 a*
1,0 37,56 b
1,5 22,87 ab
2,0 3125ab
Média 22,92
[\V/** 8,10

*médias seguidas de letras diferentes, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, diferem

significativamente entre si pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se
S L cv - . ,

ao melhor resultado. **IV (Indice de variacéo) = — eémque CV= coeficiente de variacdo e N= niumero

de repeticdes.

O melhor tratamento foi observado na auséncia de CIN, uma vez que os calos
estavam presentes apenas quando a citocinina foi adicionada, sugerindo que o
balanco hormonal foi alterado com a utilizacdo de uma fonte de citocinina exégena,
favorecendo a calogénese. Entretanto, em comparacao com o ensaio (cultivo inicial)

em gue se utilizou a citocinina BAP, igualmente ao que foi observado para o nimero
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de gemas e o numero de folhas por explante, foi, também, obtida menor formacgéo
de calos na base dos explantes quando cultivados com CIN. Isso se deve ao fato de
gue, de maneira geral, BAP pode ser considerada uma citocinina mais eficiente na
inducg&o de respostas in vitro.

Durante o estabelecimento in vitro de E. involucrata aos 60 dias de cultivo, foi
observado que os segmentos apicais caulinares apresentaram 66,66% de calos na
regido basal em meio nutritivo WPM, enquanto segmentos nodais obtiveram 38,74%
(GOLLE et al.,, 2012). Na multiplicacdo in vitro de Ficus carica L. (figueira),
segmentos nodais foram inoculados em meio nutritivo WPM acrescido de diferentes
concentragdes de CIN (0,0; 2,32; 4,65; 9,29 ou 18,59uM) combinadas a Acido
Giberélico - GA3(0,0; 5,77; 11,55; 17,32 ou 23,09uM). Adicionalmente, os resultados
indicaram que houve formacéo de calos na presenca de CIN independentemente da
suplementacéo com GA3 (FRAGUAS et al., 2004).

Para a porcentagem de enraizamento e de oxidagdo fendlica houve efeito
significativo do fator tipo de explante (apresentando valores de “p” de 0,0015 e
0,0000 respectivamente). Os resultados para estas variaveis podem ser visualizados
na Tabela 18.

Tabela 18 — Médias de porcentagem de enraizamento e oxidacdo fendlica em
segmentos apicais caulinares e segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos, apo6s 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody
Plant Medium’ — WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (Y2WPM),
acrescido de Acido a-Naftaleno Acético - ANA a 0,05uM e das diferentes
concentracdes de Cinetina - CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Tipo de Explante Enraizamento (%) Oxidacdo Fendlica (%)
Segmento apical caulinar 14,50 a* 23,97 a*
Segmento nodal 1,03 b 90,62 b
Média (%) 7,76 57,30

[\/** 73,24 16,81

*medias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice

I cv - o , .
de variacdo) = — €M que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

Os segmentos apicais caulinares apresentaram maior formacgao in vitro de

raizes e menor oxidacdo fendlica que os segmentos nodais. Nas condicdes
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testadas, esse resultado pode indicar uma maior aptiddo ao enraizamento in vitro,
para essa espécie, do explante que contém o meristema apical, aliado ao fato de
qgue houve uma menor oxidacao fendlica. Neste mesmo estudo, durante o cultivo
inicial em que foram testadas diferentes concentracdes de BAP e ANA, também, foi
observada que a maior porcentagem de enraizamento in vitro (56,8%) em
segmentos apicais caulinares se deu quando a porcentagem de oxidag&o fendlica foi
menor.

De maneira geral, muitos fatores podem estar envolvidos na formacédo de
raizes em plantas cultivadas in vitro, sendo um deles a juvenilidade do material
vegetal. Sao considerados tecidos mais juvenis aqueles que contém o meristema
apical, portanto, conferindo aos segmentos apicais caulinares, possivelmente, maior
capacidade de inducdo de raizes adventicias (SOUZA; PEREIRA 2007). Aliado a
isso, tecidos mais jovens também apresentam menor suscetibilidade & ocorréncia de
oxidacdo fendlica, estando esta associada a tecidos mais velhos e lignificados
(TEIXEIRA, 2005).

Semelhantemente ao observado no presente estudo, na multiplicagéo in vitro
de Myracrodruon urundeuva (aroeira), os segmentos nodais apresentaram 0S
maiores niveis de oxidacao, fato que ocorreu no cultivo em meio MS suplementado
com 6,7uM de BAP. J4 em relacdo ao enraizamento in vitro desta espécie, foi
verificado uma média de 70% em segmentos apicais caulinares, mas de, apenas,
10% em segmentos nodais na auséncia de fitorreguladores no meio nutritivo aos 35
dias de cultivo (ANDRADE et al., 2000).

4.3.8 Subcultivo 1 Efeito de diferentes concentragdes de CIN na multiplicagdo in vitro

de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus

N&o houve efeito significativo das concentragbes de cinetina para nenhuma
das variaveis testadas, exceto para a calogénese. Entretanto, foi obtida uma elevada
sobrevivéncia (IV=7,32%) e estabelecimento in vitro (IV=7,72%) dos segmentos
nodais inoculados, apresentando elevadas médias gerais de 91,72% e 89,65%

respectivamente.
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No presente ensaio, para o numero de brotos (IV=39,63%) obteve-se uma
média geral de 0,77 broto por explante, a qual se manteve, praticamente, inalterada
guando comparada a média geral obtida no cultivo inicial, que foi de 0,81 brotos por
explante. O niumero de apices (IV=15,19%) apresentou comportamento semelhante,
sendo observada uma média geral de 1,26 apices por explante, a qual foi levemente
inferior quando comparada a média geral obtida no cultivo inicial (1,34 &pices por
explante). De maneira semelhante, esse resultado foi observado, também, nos
ensaios em que se utilizou a citocinina BAP, nas mesmas concentracdes
empregadas no presente ensaio, durante o primeiro subcultivo de segmentos nodais
de H. chrysotrichus.

Ja para o numero de gemas (IV=10,72%) e o numero de folhas (IV=17,79%),
em que as médias gerais observadas foram de 5,39 gemas por explante e 3,62
folhas por explante, pode-se notar um leve aumento nas médias gerais obtidas neste
subcultivo ao compara-las com aquelas verificadas no cultivo inicial (4,70 gemas por
explante e 2,97 folhas por explante). Essa resposta pode estar relacionada ao maior
tempo de contato dos explantes com o meio nutritivo, tendo em vista que varias
espécies florestais apresentam certa recalcitrancia ao cultivo in vitro, podendo,
muitas vezes, necessitar de um periodo mais longo de contato com os tratamentos a
gue sao submetidas para evidenciar alguma resposta. Esse comportamento,
também pode ser visto para a porcentagem de enraizamento (IV=49,90%), que, no
presente ensaio, apresentou média geral de 19,75%, a qual foi superior a média
geral do cultivo inicial (7,76%). Este resultado, mesmo durante a fase de
multiplicacdo in vitro, € bastante interessante, tendo em vista a dificuldade de se
promover a rizogénese in vitro de raizes em muitas espécies lenhosas.

N&o diferindo do comportamento das variaveis ja referidas, a porcentagem de
ocorréncia de oxidacdo fenolica (IV=24,33%) na base dos explantes, também se
manteve semelhante quando comparada a média geral obtida no cultivo inicial
(57,30%), mostrando-se ainda elevada (59,87%). Entretanto, esta nao inviabilizou o
desenvolvimento in vitro dos segmentos nodais de H. chrysotrichus, nas condi¢cdes
testadas. Diferente do observado para Swietenia macrophylla King (mogno), em que
a alta porcentagem de oxidacéo fendlica (90%) nos explantes, na presenca de BAP
e CIN, impossibilitaram a regeneracao in vitro e impediu a execucdo de subcultivos
(PINTO, 2012).
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Em relacdo a formacéo de calos junto aos explantes, houve efeito significativo
das diferentes concentracdes da citocinina testada (p= 0,0029). Os resultados para

calogénese podem ser visualizados na Tabela 19.

Tabela 19 — Médias de porcentagem de calogénese em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, ap6s 30 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ — WPM, cuja concentracdo de sais foi
reduzida a metade (2WPM), acrescido de Acido a-Naftaleno Acético - ANA a
0,05puM e das diferentes concentragdes de Cinetina - CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM). Santa
Maria, RS, UFSM, 2013.

CIN (uM) Calogénese (%)
0,0 0,00 a*
1,0 39,62 b
1,5 18,81 ab
2,0 43,81 b
Média (%) 25,56
[\V/** 49,08

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

teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **IV (indice

I cv - o , o
de variacéo) = — emque CV= coeficiente de variacdo e N= numero de repeti¢oes.

No presente ensaio, ndo houve formacdo de calos na auséncia do
fitorregulador, comportamento que, também, foi observado no cultivo inicial deste
material vegetal. Entretanto, na presenca de CIN, de maneira geral, foi observada
elevada formacado de calos nos segmentos nodais de H. chrysotichus cultivados in
vitro. Este resultado sugere que, na presenca da citocinina, o balanco hormonal
endogeno foi alterado, favorecendo a calogénese, a qual pode ser uma rota
alternativa a inducdo de novas brotacdes quando a finalidade € a multiplicacdo in
vitro. Isso pode ser considerado um bom resultado, tendo em vista que, grande parte
dos materiais vegetais subcultivados podem ir perdendo a capacidade de
desenvolvimento in vitro com o prolongamento dos cultivos.

Resultado semelhante ao observado no presente estudo em relacdo a
calogénese, também foi verificado em Acacia mearnsii De Wild. (acacia-negra)
durante a fase de multiplicacdo in vitro. Apés 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo B5 (GAMBORG et al., 1968), foi obtido 100% de calos na base de
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segmentos nodais na presenca de 14uM de CIN, sendo que na auséncia dessa
citocinina ndo houve inducéo a calogenése (BORGES JUNIOR et al., 2004).

4.3.9 Subcultivo 2: Multiplicagdo in vitro de segmentos nodais de Handroanthus

chrysotrichus em meio nutritivo WPM

Assim como ja mencionado para os subcultivos 3 e 4 realizados a partir do
material vegetal utilizado nos ensaios, em que se testaram diferentes concentragdes
de BAP e ANA, o presente subcultivo teve a mesma finalidade, qual seja a de
subcultivar o material vegetal de H. chrysotrichus, desenvolvido in vitro durante o
cultivo inicial e primeiro subcultivo, em meio nutritivo WPM na auséncia de
fitorregulares para continuar a acompanhar o seu processo de regeneracao in vitro.
Desse modo, todo o material vegetal obtido foi subcultivado nas mesmas condicdes,
nao havendo sua distribuicdo em tratamentos. Os resultados referentes as médias

gerais obtidas para as variaveis analisadas estdo expostas no Quadro 4.

Variaveis Médias gerais
Sobrevivéncia in vitro (%) 96,72
Estabelecimento in vitro (%) 96,72
N° brotos por explante 0,84
N° gemas por explante 4,49
N° folhas por explante 3,34
N° apices por explante 1,28
N° entrends por explante 1,03
Calogénse in vitro (%) 1,09
Rizogénese in vitro (%) 19,67
Oxidacao fendlica (%) 49,18

Quadro 4 — Médias gerais observadas em brota¢c6es de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de subcultivo em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ — WPM, na auséncia de fitorreguladores, subsequente a um
subcultivo anterior e cultivo inicial, totalizando 60 dias de cultivo na presenca de
Cinetina (CIN) e Acido a-Naftaleno Acético — ANA. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Para a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos explantes foram

observadas médias superiores em relacdo as médias verificadas durante o cultivo
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inicial (95,36% e 93,28% respectivamente) e primeiro subcultivo (91,72% e 89,65%
respectivamente). Este resultado é bastante promissor, tendo em vista que, 0
material vegetal utilizado no presente subcultivo manteve sua capacidade de
regeneracdo mesmo estando sob as condi¢des de cultivo in vitro a mais de 90 dias.
Para as demais variaveis analisadas, de maneira geral, foi possivel perceber
que houve a manutencao das médias obtidas nos cultivos anteriores, exceto para a
calogénse. Os resultados observados foram considerados positivos, indicando que
até esse momento, o material vegetal de H. chrysotrichus foi capaz de se manter
responsivo mesmo sendo submetido a subcultivos sucessivos. Entretanto, a
oxidacdo fendlica também se manteve alta, porém ndo comprometendo o

desenvolvimento in vitro dos explantes.

4.3.10 Taxas de multiplicacédo in vitro para o cultivo inicial e subcultivos

As taxas de multiplicacdo in vitro foram calculadas para o cultivo inicial, o
primeiro e o segundo subcultivo de culturas iniciadas a partir de explantes de H.
chrysotrichus, cultivados, incialmente, na presenca de CIN e ANA. Na Tabela 20

estdo apresentadas as taxas de multiplicacdo estimadas para os referidos cultivos.

Tabela 20 — Taxas de multiplicacao in vitro (TX;, TX, e TX3) calculadas a partir de
explantes (segmentos apicais caulinares ou segmentos nodais) de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivados e subcultivados in
vitro em meios nutritivos (*2"WPM ou WPM), acrescidos ou nédo das diferentes
concentracdes de Cinetina - CIN (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno
Acético - ANA (0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Cultivos TX** TX*** TXg****
Cultivo inicial 615b 3,13 a -
Subcultivo 1 651 a 2,70 b -
Subcultivo 2 456 ¢ 2,25¢c 2,31
Média 574 2,69 2,31

*médias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **calculada
por meio da contagem do nimero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a
gema apical; ***divide-se 0 nimero de gemas por explante pelo nimero inicial de gemas do explante
no momento de estabelecimento do cultivo; ****quociente entre o somatdrio de apices e entrenos e o

namero total de explantes.
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Da mesma maneira, como observado para os cultivos in vitro iniciados com a
presenca de BAP e/ou ANA, houve diferencas significativas entre as taxas de
multiplicacdo estimadas para cada periodo de cultivo. Foi observado o mesmo
comportamento do material vegetal quando se comparou a taxa de multiplicacéo
obtida no cultivo inicial e primeiro subcultivo dos ensaios anteriores, sendo que
durante o primeiro subcultivo foi observado o maior valor médio de taxa de
multiplicacdo, o qual se apresentou superior aos demais. Também, observaram-se,
de modo geral, elevadas taxas de multiplicacdo referentes aos valores obtidos para
a primeira taxa estimada (TX;). Este resultado pode indicar que, independentemente
dos tratamentos que foram testados, a espécie apresenta um desempenho
promissor quanto a formacéo de gemas durante o cultivo in vitro.

Além disso, essas informacdes podem colaborar para o incremento de
estudos relacionados a espécies lenhosas nativas do Brasil, no que diz respeito as
estimativas de taxas especificas de multiplicacdo in vitro, e, também, dos possiveis
efeitos que podem estar associados as estes resultados, como a ocorréncia de
variantes somaclonais nas plantas subcultivadas, conforme discutido anteriormente.

Assim como para os valores da TX;, as demais taxas mantiveram médias
semelhantes aquelas obtidas nos experimentos anteriores. A estimativa mais alta
para a taxa de multiplicagdo TX; foi observada no cultivo inicial, sendo que as
estimativas para as demais taxas médias foram decrescendo gradativamente nos
subcultivos subsequentes, o que pode estar relacionado ao tempo de exposicdo as
condigbes in vitro, em que o material pode ir diminuindo sua capacidade
morfogenética ao longo do tempo. Comportamento semelhante foi verificado para
clones hibridos de Eucalyptus globulus (eucalipto), sendo que as taxas de
multiplicagcdo foram mais elevadas nos primeiros subcultivos e, a partir do terceiro,
essa tendéncia ndo se manteve. Os autores atribuiram essa queda nas taxas de
multiplicacdo a execugdo de subcultivos continuos nas mesmas condig¢des,
sugerindo a alteragéo de alguma dessas condi¢Ges entre um subcultivo e outro para

tentar estimular as respostas in vitro (BORGES et al., 2011).
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4.3.11 Cultivo inicial: Efeito de diferentes concentracbes de 2-iP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de

Handroanthus chrysotrichus em meio nutritivo WPM

N&o houve efeito significativo dos fatores isolados e tampouco da interacéo
entre a citocinina e a auxina testadas para sobrevivéncia e estabelecimento in vitro
(96,67%; IV=3,80%), numero de brotos por explante (1,44; IV=13,38%), niumero de
gemas por explante (5,84; IV=9,21%) e numero de apices por explante (1,62; IV=
9,60%). No entanto, para a sobrevivéncia e estabelecimento foram obtidas médias
gerais elevadas, ao passo que para o numero de gemas, pode-se considerar a
média adequada, enquanto que, para o0 numero de brotos e o0 numero de apices, as
médias observadas foram baixas.

Para o numero de folhas (p=0,0088), o numero de entrends (p=0,0073), a
calogenése (p=0,0009) e a oxidacao fendlica (p=0,0187) houve efeito significativo

das concentragdes de ANA testadas (Tabela 21).

Tabela 21 — Médias de numero de folhas por explante (NF/E), nimero de entrends
por explante (NET/E), calogénese (CALO%) e oxidacdo fendlica (OF%) em
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), apos 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ —
WPM, acrescido das diferentes concentracées de Acido a-Naftaleno Acético (0 ou
0,05uM) independente das concentragdes de Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou
2uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

ANA (uM) NF/E NET/E CALO% OF%
0,00 6,97 a* 241l a 45,80 b 47,45 a
0,05 582D 1,89Db 22,45 a 65,85Db

Médias 6,40 2,15 34,12 56,65

[\V/** 9,45 12,31 27,99 19,09

* medias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice

. cv - . , -
de variacédo) = — €M que CV= coeficiente de variacdo e N= niimero de repeticdes.

Observou-se que o0s melhores resultados obtidos para as variaveis
mencionadas anteriormente foi na auséncia de ANA, exceto para a calogénese, a

qgual apresentou porcentagem média mais alta na auséncia de fitorreguladores. De
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maneira geral, este comportamento pode ser percebido em todos os ensaios de
multiplicacéo realizados neste estudo, em que, para muitas variaveis, a presenca de
fitorreguladores no meio nutritivo ndo promoveu grandes incrementos no
desenvolvimento in vitro, se comparado aos tratamentos em que estavam ausentes,
evidenciando que seu uso pode ser dispensavel para a fase de multiplicacdo in vitro
de H. chrysotrichus, nas condi¢des testadas.

De maneira semelhante, na multiplicagdo in vitro de brotacées de Prunus
persica L. (pessegueiro), foram testadas as citocininas BAP e 2-iP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0
ou 4,0uM) adicionadas ao meio nutritivo MS. Foi observado que 2-iP n&do induziu de
maneira satisfatéria a multiplicacdo in vitro dessa espécie, enquanto que as
respostas obtidas com BAP, na presenca de sua concentracdo mais alta, foram mais
promissoras para essa fase de cultivo em pessegueiro (RADMANN et al., 2009). Os
autores sugeriram que nem sempre a adicao de citocinina exégena ao meio nutritivo
promove de maneira satisfatéria a multiplicacédo in vitro, sendo possivel que o seu
acréscimo propicie o surgimento de alteracdes fisioldégicas nos tecidos vegetais, tais
como a vitrificagdo e a oxidagéo fendlica. Por outro lado, na multiplicacdo in vitro de
segmentos nodais Rubus idaeus L. (framboeseira) em meio nutritivo MS, foram
observados maiores valores para o niumero médio de gemas (5,29) e numero médio
de folhas (4,14) na presencga da citocinina 2-iP (LEITZKE et al., 2010). Igualmente,
foi verificado durante a multiplicacdo in vitro de Carica papaya L. (mamoeiro), em
gue a citocinina 2-iP induziu a formacédo de brotacdes melhor desenvolvidas e com
folhas normais quando comparada as demais citocininas testadas (BAP ou CIN),
sendo que na concentracdo de 24uM dessa citocinina foi observado o maior nimero
médio de gemas (2,12) (VIDAL et al., 2013).

4.3.12 Subcultivo: Efeito de diferentes concentracbes de 2-iP combinadas a
presenca ou auséncia de ANA na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de

Handroanthus chrysotrichus em meio nutritivo MS

Houve efeito significativo da interacdo entre os fatores principais para a
sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos segmentos nodais de H. chrysotrichus,

[{gl)

com valor de “p” igual a 0,0006 para as duas variaveis (Tabela 22). Porcentagens
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médias mais promissoras em relacdo a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro
foram observadas na presenca de 2uM da citocinina 2-iP e na auséncia da auxina,
sendo que este resultado ndo diferiu significativamente do tratamento em que 2-iP e

ANA estavam ausentes.

Tabela 22 — Médias de porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo MS, acrescido das
diferentes concentracbes de 2-Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM)
combinadas a Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS,
UFSM, 2013/2014.

Sobrevivéncia e estabelecimento in vitro (%)

: ANA (uUM) sdia (9
2iP (uUM) 0 0.05 Média (%)
0,0 44 47 a*A 42,20 a A 43,34
1,0 22,13bB 57,80 a A 39,97
1,5 28,93 b A 37,87 aA 33,40
2,0 57,87 aA 22,13 aB 40,00
Média (%) 38,35 40,00 39,18
[\V/** 22,11

*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

@

i N cv - N
a” refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variagédo) = — €m que CV= coeficiente de variacéo
e N= nimero de repeti¢des.

Contudo, ao se estabelecer uma comparacao com o cultivo inicial, pode-se
observar que as médias gerais referentes a estas variaveis, no presente ensaio,
sofreram consideravel reducédo, independentemente do tratamento. Possivelmente,
isso se deve ao cultivo do material vegetal em meio nutritivo MS, o qual pode nao ter
suprido de maneira eficiente as necessidades nutricionais dos explantes de
H. chrysotrichus, e assim, provocando a queda nas taxas de sobrevivéncia e
estabelecimento in vitro durante este subcultivo.

Para niamero de brotos por explante a interacdo entre os fatores principais foi
significativa (p=0,0001); os resultados podem ser vistos na Tabela 23. O maior
namero de brotos foi obtido na presenca de 2uM da citocinina e na auséncia de ANA

(1,20), sendo que, quando a auxina esteve presente o inverso foi observado, ou
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seja, a concentracdo mais baixa da citocinina proporcionou a maior média para

namero de brotos (1,08).

Tabela 23 — Médias de numeros de brotos por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo MS, acrescido das diferentes concentragdes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético
- ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Numero de brotos por explante

2iP (M) ANA (uM) Média
0 0,05

0,0 0,78 b*A 053 b A 0,66

1,0 0,42 b B 1,08 a A 0,75

1,5 0,51 b A 0,67 b A 0,59

2.0 1,202 A 0,42 b B 0,81
Média 0,73 0,68 0,70
[V 22,99

*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

[1Psl) e . . ~ CV . . ~
a” refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de varia¢édo) = — €m que CV= coeficiente de variagéo
e N= numero de repeti¢es.

No entanto, os resultados observados seguem a mesma tendéncia das
respostas obtidas para a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro, havendo reducédo
nas médias quando comparadas aquelas observadas durante o cultivo inicial. Assim,
como ja discutido anteriormente, os fitorreguladores e as concentragfes testadas,
nao induziram de modo eficiente a multiplicacdo in vitro de H. chrysotrichus,
indicando que seu uso € dispensavel durante essa fase do cultivo in vitro dos
segmentos nodais dessa espécie, nas condi¢cdes em que foram testados.

Por outro lado, para a micropropagacéo in vitro de Cabralea canjerana (Vell.)
Mart. (canjerana), em que segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado
com 2,5uM de 2-iP, foi observado que 7% dos explantes formaram brotos durante o
segundo subcultivo, enquanto que, no terceiro, essa porcentagem aumentou para
16% (ROCHA et al.,, 2007). J& na micropropagacdo de segmentos caulinares de
Vaccinium ashei Reade (mirtilo), foram testados dois tipos de citocininas ZEA e 2-iP

em quatro concentracdes (0; 12; 24 ou 36 uM) acrescidas ao meio nutritivo WPM.
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Com o uso da ZEA foi obtido maior numero de brotagbes formadas em todas as
concentracfes testadas, sendo o numero maximo de 15,71 brotos por explante,
verificado na concentracdo de 36uM. Com 2-iP, os valores médios foram bem
menores, ndo sendo superior a 2,29 brotos por explante. Entretanto, neste mesmo
estudo, foi possivel observar maior numero de médio de gemas na presenca de 2-iP
(5,93) quando comparado ao uso de ZEA (4,99), aos 60 dais de cultivo in vitro
(SCHUCH et al., 2008).

Quanto ao numero de gemas por explante, também, foi observado efeito
significativo da interacdo entre as concentragdes da citocinina com a auxina
(p=0,0007). Na Tabela 24, podem-se visualizar os resultados observados para essa

variavel.

Tabela 24 — Médias de numero de gemas por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo MS, acrescido das diferentes concentracfes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético
- ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Numero de gemas por explante
ANA (uUM)

2iP (uUM) 0 0.05 Média
0,0 1,95 b* A 1,91bA 1,93
1,0 1,38bB 3,60a A 2,49
1,5 1,60b A 2,13b A 1,87
2,0 3,53aA 1,20b B 2,37
Média 2,12 2,21 2,17
[\V/** 25,82

*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

- - cv - o
“a” refere-se ao melhor resultado. **1V (Indice de variacao) = — ém que CV= coeficiente de variacéo
e N= nimero de repeti¢des.

Em relacdo ao numero de gemas por explante, assim como verificado para o
namero de brotos, houve um maior desenvolvimento de gemas quando 2-iP esteve
presente na concentragdo de 2uM e na auséncia da auxina, sendo obtida uma
média de 3,53 gemas por explante, resultado semelhante ao observado na presenca
de 1uM de 2-iP combinado a 0,05uM de ANA, em que a média resultante foi de 3,60
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gemas por explante. Para essa variavel, foi observada uma pequena reducgéo
qgquando comparada a resposta verificada durante o cultivo inicial (5,84 gemas por
explante), resultado que pode estar associado a realizacdo de subcultivo em meio
nutritivo MS, o qual pode n&do ser o mais apropriado para a multiplicacdo in vitro de
explantes de H. chrysotrichus.

Para o numero de folhas por explante (p=0,0016) e numero de apices por
explante (p=0,0017), também foi verificado efeito significativo da interacdo entre os
fatores principais. O mesmo comportamento das variaveis mencionadas
anteriormente foi observado para numero de folhas por explante (Tabela 25) e
namero de 4pices por explante (Tabela 26). Para as duas variaveis, o maior nimero
de folhas (4,42) e de apices (1,02) foi obtido na presenca de 2-iP a 1uM combinado
a 0,05uM de ANA, contudo, este resultado foi semelhante aquele observado na
presenca de 2uM da citocinina e na auséncia da auxina (4,31 folhas por explante e

0,97 apice por explante).

Tabela 25 — Médias de numero de folhas por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo MS, acrescido das diferentes concentracfes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético
- ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Numero de folhas por explante
ANA (UM)

2iP (LM) 0 0.05 Média
0,0 2,04 b* A 2,09b A 2,07
1,0 1,78b B 4,42 a A 3,10
15 2,02b A 2,89b A 2,46
2,0 431laA 151bB 2,91
Média 2,54 2,73 2,64
[\/** 27,07

*médias seguidas de letras diferentes, minUsculas 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

- L cv - o
“a” refere-se ao melhor resultado. **1V (Indice de variacdo) = — €M que CV= coeficiente de variacéo
e N= namero de repeticbes.
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Tabela 26 — Médias de numeros de apices por explante em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 30 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo MS, acrescido das diferentes concentracdes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas a Acido a-Naftaleno Acético
- ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Numero de 4pices por explante

2iP (M) ANA (M) Média
0 0,05

0,0 0,40 b* A 0,40 b A 0,40

1,0 0,47 b B 1,02aA 0,75

15 0,51b A 0,67 b A 0,59

2.0 0,97 a A 0,36 b B 0,67
Média 0,59 0,61 0,60
[ 25,36

*médias seguidas de letras diferentes, minldsculas 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

i - cv - N
“a” refere-se ao melhor resultado. **1V (Indice de variacdo) = — €m que CV= coeficiente de variacdo
e N= ndimero de repeti¢des.

De maneira semelhante as respostas observadas em H. chrysotrichus, na
multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de Acca sellowiana (Berg) Burret
(goabeira serrana), as citocininas (BAP, CIN ou 2-iP) nas concentra¢cdes (0,05; 0,5;
5,0 e 50,0uM), adicionadas ao meio nutritivo WPM, ndo proporcionaram aumento no
namero de brotos e nem no numero de nés em relacdo ao tratamento testemunha,
apos 30 dias de cultivo in vitro (OLTRAMARI et al., 2000). Diferentemente dos
resultados obtidos durante a multiplicagéo in vitro de segmentos nodais de Rubus
sp. (amoreira-preta cv ‘Xavante’), em que o numero médio de folhas, observado no
cultivo in vitro dos explantes em meio nutritivo WPM, foi de aproximadamente 4
folnas na presenca de 15uM de 2-iP, enquanto que em meio nutritivo MS, foi
possivel obter aproximadamente 6 folhas na auséncia dessa citocinina (LEITZKE
et al., 2010).

Em relacdo a calogénese (p=0,0015) foi observado efeito significativo apenas
das concentragcfes da citocinina 2-iP (Tabela 27). De modo geral, houve reduzida
formacdo de calos juntos aos segmentos nodais, comportamento diferente do
observado durante o cultivo inicial, em que se observou uma porcentagem média de
34,12%.
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Tabela 27 — Médias de porcentagem de calogénese in vitro em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, apds 30 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo MS, acrescido das diferentes concentracbes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) independente das concentragfes de
Acido a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM,
2013/2014.

2iP (uUM) Calogénese (%)
0,0 0,00 a*
1,0 6,60 b
15 0,00 a
2,0 1,10 a
Média (%) 1,92
[\V/** 102,37

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

I cv - . . -
de variacdo) = — eém que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

N&o houve efeito significativo dos fatores principais e nem da interacédo entre
estes, apenas para numero de entrends por explante (IV=35,97%) e oxidacdo
fendlica (IV=11,71%). Para o numero de entrendés por explante a média geral
observada foi baixa (0,65). Ja em relacdo a porcentagem média geral de oxidacao
fendlica, foi bastante elevada, atingindo 81,12% dos segmentos nodais inoculados.
Essa alta oxidacdo fendlica observada na base dos explantes, pode estar
relacionada ao cultivo em meio nutritivo MS, sendo que no cultivo anterior, o0 meio
nutritivo utilizado foi o WPM e a porcentagem média foi de 56,65%. A elevada
porcentagem média de oxidacao fenodlica nos explantes pode estar influenciando a
reducdo dos valores meéedios de todas as variaveis ja mencionadas, como ja foi
discutido para todos os experimentos executados visando a multiplicacéo in vitro de
H. chrysotrichus, em que este fendbmeno, de maneira geral, esteve presente em altas
porcentagens. Alguns autores indicam que 0 sucesso da micropropagacao pode
estar relacionado com o maximo desenvolvimento de brotos a partir de gemas
axilares perante a menor ocorréncia de oxidagfes e calogénese (MANTELL et al.,
1994).
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4.3.13 Taxas de multiplicacé&o in vitro para o cultivo inicial e subcultivo

Quanto as taxas de multiplicacdo estimadas para o cultivo inicial e o
subcultivo, realizados com o mesmo material vegetal e na presenca de
fitorreguladores (2-iP e/ou ANA), houve diferenca significativa entre as taxas médias
obtidas nos cultivos (Tabela 28). Observou-se que, durante o cultivo inicial, para TX;,
a qual considera o numero de gemas envolvidos durante o periodo de cultivo, foi
obtido um valor bastante elevado. Ao contrario do verificado para o subcultivo, cuja a
taxa obtida foi consideravelmente inferior aquela do cultivo inicial. Este
comportamento, até o momento, ndo tinha sido observado, ja que as taxas
apresentadas nos ensaios anteriores, realizados com BAP ou CIN, apresentaram
uma taxa média ligeiramente superior durante o primeiro subcultivo.

No presente ensaio, a diferenca entre os resultados obtidos pode estar
relacionada aos meios nutritivos que foram utilizados durante o cultivo inicial (WPM)
e o subcultivo (MS), relacédo que corrobora as respostas observadas para as demais
variaveis jA mencionadas, tendo em vista o0 desempenho in vitro inferior do material
vegetal que foi subcultivado em meio nutritivo MS. Outro fator que, provavelmente,
exerceu influéncia sobre as taxas, é a elevada ocorréncia de oxidacao fendlica junto
aos explantes que foram subcultivados (81,12%), a qual pode ter influenciado a

reducado das taxas entre os cultivos.

Tabela 28 — Taxas de multiplicacdo in vitro (TX;, TX, e TX3) calculadas a partir de
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), cultivados e subcultivados in vitro em meios nutritivos (‘Woody Plant
Medium’ — WPM ou MS), acrescidos das diferentes concentragdes de 2-
Isopenteniladenina - 2-iP (0; 1; 1,5 ou 2uM) combinadas as concentracdes de Acido
a-Naftaleno Acético - ANA (0 ou 0,05uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Cultivos TX ** TXp*** TXg****
Cultivo inicial 923 a* 2,92 a 3,78 a
Subcultivo 59b 1,08b 1,24 b
Média 491 2,00 2,51

*médias seguidas de letras minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo
teste Fe 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **calculada por meio
da contagem do numero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo, excluindo-se a gema
apical; ***divide-se o numero de gemas por explante pelo nimero inicial de gemas do explante no
momento de estabelecimento do cultivo; ****quociente entre o somatoério de apices e entrenés e o

namero total de explantes.
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Em relacdo &s outras duas taxas calculadas (TX; e TXs), foi verificado um
comportamento semelhante ao dos cultivos realizados anteriormente com as
citocininas BAP e CIN. Entretanto, também observou-se reducdo entre as taxas
obtidas no subcultivo quando comparadas aquelas do cultivo inicial. Como
supramencionado, nem sempre € possivel manter a morfogénese in vitro do material
vegetal durante cultivos sucessivos. Muitas vezes, de uma maneira geral, fatores
como a ocorréncia de contaminacdes, oxidacao fendlica, vitrificacdo, clorose foliar,
balancos hormonais e/ou nutricionais inadequados ao cultivo de determinadas
espécies, podem comprometer as respostas in vitro.

Para clones de Musa spp. (bananeira) foram realizados sete subcultivos de 30
dias cada. Durante o primeiro subcultivo houve elevados indices de contaminacao
bacteriana (50%) dos explantes, causando consideraveis perdas de material. Quanto
as taxas de multiplicacdo, as maiores médias foram obtidas durante o terceiro
subcultivo, apresentando uma média de até 6,1 brotos por explante (OLIVEIRA;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2011). J& para Hancornia speciosa Gomes (mangabeira)
a maior taxa de multiplicacéo foi obtida quando BAP (8uM) esteve presente no meio
nutritvo WPM, em foi atingida uma média 9,61. No entanto, a capacidade de
multiplicacdo dos explantes da espécie diminuiu com a execucdo de sucessivos
subcultivos (SOARES et al., 2011).

4.3.14 Cultivo inicial: Efeito de diferentes fontes e concentracbes de citocininas na

multiplicacao in vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus

Foi verificado para a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos explantes
efeito significativo da interacdo entre as diferentes fontes e concentracdes das
citocininas testadas, apresentando ambas p=0,0003 e 1V=11,23%. Para as duas
variaveis-resposta foi observado o mesmo comportamento, sendo que, para as
concentracfes das citocininas BAP e 2-iP, foram ajustadas equacdes de terceiro
grau, enquanto que, para TDZ, houve um ajuste quadratico, sendo a maxima
eficiéncia técnica (MET) estimada a 4,69uM de concentracdo, enquanto para CIN foi
observado comportamento linear decrescente (Figura 4).
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Foram observados 100% de sobrevivéncia e de estabelecimento in vitro na
auséncia das citocininas testadas, exceto para CIN, em que, na sua auséncia foi
observada uma porcentagem média de aproximadamente 94% para essas variaveis.
A adicdo de 2-iP ao meio nutritivo, a 2,5uM e a 10uM, resultou em consideravel
reducdo nas meédias destas variaveis, as quais ficaram em torno de 50 e 44%
respectivamente. Ja para BAP foram verificadas médias mais baixas na presenca de
suas concentracdes mais altas, o que pode ter desencadeado um efeito inibidor com
0 aumento nas concentracdes e, assim, influenciando negativamente na
sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos explantes. De maneira semelhante,
para CIN verificou-se que, com o aumento nas concentracfes, as médias de
sobrevivéncia e estabelecimento in vitro dos explantes sofreram leve reducéo.
Enquanto que, para TDZ as melhores médias foram obtidas na sua auséncia ou na
presenca de sua concentragdo mais alta, embora as concentracfes intermediarias,
também, tenham mantido médias altas para essas variaveis. De maneira geral, 0s
resultados observados indicaram que independentemente da fonte utilizada estas
citocininas sdo dispensaveis para a sobrevivéncia e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de H. chrysotrichus, tendo em vista que elevadas porcentagens,
também, foram observadas na auséncia dessa classe fitorreguladores.

De maneira semelhante, foi observado em estudo realizado com Luehea
divaricata (acoita-cavalo), que o acréscimo de citocininas ao meio nutritivo ndo se
faz necesséria para assegurar a sobrevivéncia in vitro dos epicétilos cultivados em
meio nutritivo MS, e ainda, foi observado que mais de 95% dos explantes se
estabeleceram na auséncia das citocininas (LEON, 2014). Em outro estudo realizado
com H. chrysotrichus, as concentracées mais reduzidas de BAP proporcionaram as
melhores médias de estabelecimento in vitro de segmentos apicais caulinares
(PAIM, 2011). Ja para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Vaccinium
ashei (mirtilo) a adicdo de 24pM de 2-iP ao meio nutritivo foi o tratamento que

proporcionou o melhor resultado para a espécie (ERIG; SCHUCH, 2005).
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Figura 4 — Porcentagem média de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro de
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), ap6s 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ -
WPM, acrescido das diferentes fontes (6-Benzilaninopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron - TDZ) e concentracbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Quanto ao numero de brotos por explante, também houve efeito significativo
da interacao entre os fatores principais (p=0,0004; IV=15,36%). Da mesma maneira
que para sobrevivéncia e estabelecimento in vitro, ajustaram-se equacdes de
terceiro grau para BAP e 2-iP, para CIN observou-se um comportamento quadratico
(MET=7,20uM, cuja média seria ~1,5 brotos por explante) enquanto para TDZ foi
observado um ajuste linear crescente (Figura 5).
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Figura 5 — Numero médio de brotos por explante formados a partir de segmentos
nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés
30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ — WPM, acrescido
das diferentes fontes (6-Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thiadizuron - TDZ) e concentragbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Os melhores resultados para o numero de brotos foram obtidos com as
concentracdes de BAP e TDZ, sendo obtidos 2,31 brotos por explante na adicéo de
BAP a 2,5uM, resposta semelhante aquela obtida com TDZ, em que se verificou que
guanto mais alta a concentracdo desta citocinina, maior foi a formacéo de brotos,
atingindo-se 2,25 brotos por explante na presenca de 10uM. Assim, BAP €& mais
eficiente, pois resulta em maior média com o emprego de uma concentracao quatro
vezes menor que aquela de TDZ, sem contar o custo desta Ultima que € mais de 28
vezes maior (frasco de 25 mg de BAP tem um custo de R$ 12,50 ao passo que
mesma massa de TDZ custa R$ 355,00). Para as demais citocininas, de modo geral,
as medias observadas foram semelhantes, sendo que, tanto para 2-iP quanto para
CIN, as médias mais altas foram observadas na auséncia dessas citocininas (1,88 e
1,81 brotos por explante respectivamente).

Durante o cultivo in vitro de Caesalpinia pyramidalis Tul. (catingueira), foram
avaliadas as citocininas BAP (0; 2; 4; 8; ou 16uM), CIN (0; 2; 4; 8; ou 16uM) ou TDZ

(0; 1; 2; 4; ou 6uM) adicionadas ao meio nutritivo WPM. Os resultados indicaram que
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0 acréscimo das concentracdes mais altas das citocininas provocaram reducao nas
médias de brotos por explante, sendo que a maior média observada foi de 0,97 broto
por explante, alcancada na auséncia de citocininas ap6s 45 dias de cultivo e, os
piores resultados foram constatados na presenca de TDZ (SILVA et al., 2014), ao
contrario do observado com H. chrysotrichus, no presente estudo. Para outra
espécie lenhosa, Tapirira guianensis Aubl. (copituva), houve a inducédo de brotacbes
mesmo na auséncia de fitorreguladores, no entanto, as melhores respostas quanto a
multiplicacéo in vitro dos segmentos nodais foram com a adi¢éo de 4,44uM de BAP
ao meio nutritivo WPM, em que foram obtidos 2,83 brotos por explante (GUTIERREZ
et al., 2013).

Em relacdo ao niumero de gemas por explante (IV=12,39%) foi, igualmente,
observado um efeito significativo da interacdo entre os fatores principais, sendo o
valor de “p” igual a 0,0000 (Figura 6). Com as concentracdes das citocininas BAP e
2-iP ajustaram-se equagdes polinomiais de terceiro grau, evidenciando as oscilagdes
gue foram provocadas pelas concentracdes destas citocininas na formacdo de
gemas. Ja com as concentracbes de TDZ foi observado um comportamento
quadratico, sendo a MET fornecida pela concentracdo 5,78uM (~7 gemas por
explante), enquanto que para CIN verificou-se que o melhor ajuste foi dado por uma
equacao linear decrescente (Figura 6).

As maiores médias para numero de gemas foram identificadas na presenca
de CIN e TDZ. Obtiveram-se 7,25 gemas na concentracdo 2,5uM de cinetina, ao
passo que com o emprego de TDZ, esta mesma média foi observada, apenas com o
dobro da concentracdo, a 5uM. Entretanto, deve-se observar que as meédias
registradas na auséncia dessas citocininas foram 7 e 5,63 respectivamente e que 0s
incrementos resultantes da suplementacéo de CIN e, principalmente, de TDZ, cujo
custo € mais elevado, devem levar em consideracdo estimativas de beneficios e
custos. Um frasco de 25 mg de CIN tem custo médio de R$ 30,00 enquanto o de
TDZ é de R$ 355,00. A adicdo de 2-iP ndo induziu de maneira satisfatoria a
proliferacdo de gemas, sendo verificada, na sua auséncia, a maior média (6,75
gemas por explante). De maneira semelhante, com BAP, as melhores médias foram
na auséncia da citocinina (5,44 gemas por explante) ou na presenca de sua
concentracdo mais baixa (5,88 gemas por explante). Portanto, pode-se inferir que,
para essa variavel, apenas CIN e TDZ podem resultar em aumento na eficiéncia da

multiplicacdo, porém dependendo de analises da relacdo custo x beneficio. As
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demais citocininas avaliadas, BAP e 2-ip sdo dispensaveis na multiplicacdo in vitro

de H. chrysotrichus.
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Figura 6 — Numero médio de gemas por explante formadas a partir de segmentos
nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés
30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido
das diferentes fontes (6-Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron - TDZ) e concentragbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Na multiplicagdo in vitro de Rubus idaeus (framboeseira) foi analisado o
desempenho das citocininas ZEA, 2-iP ou BAP em diferentes concentracgdes (0,0;
7,5; 15,0 ou 22,5uM). Apdés 30 dias de cultivo in vitro, foi verificado que houve
aumento no numero médio de gemas, de folhas e de brotos com o aumento nas
concentracdes das citocininas testadas, independentemente da fonte, sendo que as
maiores médias para as trés variaveis referidas foram alcancadas com o acréscimo
de 15uM ao meio nutritivo WPM (~ 6 gemas por explante; ~ 5 folhas por explante; ~

1 broto por explante) (LEITZKE et al., 2010). Ja na multiplicacdo in vitro de
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segmentos nodais de H. impetiginosus (ipé-roxo) em meio nutritvo WPM, a
concentracdo mais alta de CIN (8uM) foi a que apresentou os melhores resultados
para o nimero médio de brotos (4,0) e o nimero médio de gemas (10,83) (MAXIMO
et al., 2010).

A interacdo entre os fatores principais, também teve efeito significativo na
formacgéo de folhas (p=0,0000; 1V=13,45%), sendo que, com BAP e 2iP, a equacéo
gue resultou no melhor ajuste foi a cubica, enquanto que para as concentracdes de
CIN e TDZ observou-se um comportamento linear. No entanto, para CIN foi
percebido que o numero de folhas diminuiu com o0 aumento na concentragdo desta
citocinina, enquanto que, para TDZ ocorreu o inverso, havendo uma maior formagao

de folhas conforme aumentaram as concentracdes (Figura 7).
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Figura 7 — Namero médio de folhas por explante formadas a partir de segmentos
nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos
30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ — WPM, acrescido
das diferentes fontes (6-Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron - TDZ) e concentra¢cbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.
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Observou-se, que as citocininas, de maneira diferenciada, de acordo com as
concentracfes avaliadas, promoveram respostas no sentido de formac&o in vitro de
folhas em H. chrysotrichus, exceto 2-iP, j& que o maior numero de folhas (9,13) foi
observado na sua auséncia. A maior média de folhas formadas ocorreu na
presenca de 2,5uM de BAP, em que foi observada a média de 10,0 folhas por
explante, todavia, com 0 aumento na concentracédo desta citocinina houve reducao
de mais de 50% nas médias observadas. Quanto aos valores médios registrados
na presenca de TDZ, houve a formacdo de 9,88 folhas com o emprego da
concentragdo mais alta enquanto com cinetina a maior média obtida foi obtida na
presenca de 2,5uM (8,75 folhas por explante). Portanto, da mesma maneira que foi
observado anteriormente com outras variaveis, BAP é mais eficiente que TDZ e
CIN.

Por outro lado, para Rubus sp. (amoreira-preta) quando a citocinina BAP
estava presente, 0 aumento nas concentragfes até 15uM promoveu, também,
aumento no numero médio de folhas, atingindo aproximadamente 14 folhas por
explante (LEITZKE et al., 2010). Entretanto, a adicdo de citocininas ao meio
nutritivo, como, por exemplo, de BAP, induz a morfogénese in vitro, especialmente,
em relacdo ao formacgéo de novos brotos, porém o seu efeito pode reduzir as taxas
de crescimento/alongamento das brotagcdes (PEIXOTO; PASCAL, 1996) e,
consequentemente, influenciar na formagéo in vitro de folhas.

De maneira semelhante ao observado para as varidveis jA& mencionadas,
para o numero de entrends, também houve efeito significativo das diferentes fontes
e concentracdes de citocininas testadas (p=0,0000; 1V=12,10%). Ajustaram-se,
para BAP e 2-iP, equagdes polinomiais de terceiro grau enquanto para CIN e TDZ,
o ajuste foi quadrético, cujos valores de MET seriam a 2,16uM e 6,67uM

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8 — Numero médio de entrends por explante formados a partir de segmentos
nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos
30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, acrescido
das diferentes fontes (6-Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron - TDZ) e concentracbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Foram obtidos 3,06 entrends por explante quando TDZ (5uM) foi adicionado
ao meio nutritivo, média seguida por aquelas verificadas com o emprego de CIN e
BAP a 2,5uM, em que se obteve a inducédo de 2,94 e 2,38 entrends por explante
respectivamente. Ja em relacdo a 2-iP, assim como verificado para a maioria das
varidveis jA& mencionadas, ndo foi observada eficiéncia na formacdo de entrends,
sendo que a maior média foi obtida na sua auséncia (2,41 entrends por explante).
Os baixos indices de multiplicacdo apresentados por aluns explantes na presenca
de citocininas naturais, como ZEA e 2-iP, pode ser atribuido ao fato de que estas
sdo mais suscetiveis a degradacédo pela acdo de uma enzima denominada citocinina
oxidase. Adicionalmente, um alto suprimento de citocininas exbégenas pode
aumentar a atividade desta enzima e, assim, inibir a inducéo de brotos (BARRUETO
CID, 2005; GEORGE, 1993).

Para o numero de apices por explante houve efeito significativo da interacéao

entre os fatores principais testados (p=0,0000; 1V=12,67%). Igualmente ao
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observado para as demais variaveis, BAP e 2-iP apresentaram um comportamento
cubico, CIN e TDZ, por sua vez, ajustaram-se a equacdes lineares (Figura 9).
Novamente, observou-se comportamento oposto entre estas citocininas, haja vista
gque com, o aumento nas concentracdes de TDZ, verificou-se um incremento no
namero de apices. Enquanto que, para CIN quanto maior a concentragdo menor foi
o0 numero médio apices formados.

TDZ e BAP induziram a formacéo de aproximadamente 2 apices por explante
na presenca de 10uM de TDZ e, também, com apenas 2,5uM de BAP. Por outro
lado, esta mesma média foi observada na auséncia de 2-iP e CIN. Indicando,
portanto, que as citocininas, independentemente da concentracdo, nédo foram
eficientes na proliferacdo in vitro de 4pices em H. chrysotrichus. Muitas vezes, os
teores enddgenos de hormdnios, tais como as citocininas, ja estdo presentes nos
tecidos vegetais, ndo se fazendo necessaria a adicdo de uma citocinina exégena,
sendo que ao adiciona-la pode-se obter um efeito decrescente na taxa de
multiplicacdo (RADMANN et al., 2009).
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Figura 9 — Namero médio de apices por explante formados a partir de segmentos
nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés
30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ — WPM, acrescido
das diferentes fontes (6-Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-
Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron - TDZ) e concentragbes (0; 2,5; 5,0 ou
10uM) de citocininas. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.
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Para as variaveis calogénese (IV=53,78%); oxidagéo fendlica (IV=10,36%) e
clorose foliar (119,34%), néo foi verificado efeito significativo dos fatores principais e
nem, tampouco, da interacédo. Para a calogénese foi observada uma média geral de
19,14%, a qual foi reduzida se comparada as médias observadas na maioria dos
ensaios realizados visando a multiplicacéo in vitro de H. chrysotrichus. Esta resposta
pode estar associada ao balanco hormonal proporcionado pela adicdo de
concentracfes mais altas de citocininas no presente ensaio, sendo que este,
possivelmente, favoreceu o desenvolvimento in vitro de brotos em detrimento ao de
calos. J4 a porcentagem média de oxidacdo fendlica foi alta (86,72%), podendo
estar relacionada a presenca de citocininas exdégenas no meio nutritivo, as quais
podem promover aumento nas meédias como resposta a um balanco hormonal
inadequado, por exemplo. Entretanto, a elevada oxidacdo observada ndo impediu a
regeneracao in vitro do material vegetal. A clorose foliar, da mesma maneira que a

calogénese, foi reduzida, sendo verificada em apenas 5,46% das brotacoes.

4.3.15 Subcultivo: Multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de Handroanthus

chrysotrichus em meio nutritivo WPM

O presente subcultivo foi realizado para multiplicar o material vegetal
desenvolvido in vitro durante o cultivo inicial dos segmentos nodais de H.
chrysotrichus. Assim, como ja mencionado anteriormente, os explantes foram
apenas subcultivados em meio nutritivo livre de fitorreguladores, estando todo o
material vegetal na mesma condicédo, ou seja, ndo havendo tratamentos. No Quadro
5, estdo expostas as médias observadas para as variaveis analisadas, as quais
foram avaliadas visando acompanhar o comportamento in vitro desse material

vegetal.
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Variaveis Médias gerais
Sobrevivéncia in vitro (%) 91,67
Estabelecimento in vitro (%) 91,30
N° brotos por explante 0,99
N° gemas por explante 5,69
N° folhas por explante 7,40
N° apices por explante 1,00
N° entrends por explante 2,41
Calogénse in vitro (%) 1,44
Rizogénese in vitro (%) 7,25
Oxidacao fendlica (%) 34,42
Clorose foliar (%) 49,18

Quadro 5 — Médias gerais observadas em brotac6es de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés 30 dias de subcultivo em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ — WPM, na auséncia de fitorreguladores, subsequente ao
cultivo inicial, totalizando 30 dias de cultivo na presenca de diferentes fontes (6-
Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron
- TDZ) e concentragdes (0; 2,5; 5,0 ou 10uM) de citocininas. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013/2014.

Embora as médias de sobrevivéncia e estabelecimento in vitro das brotacdes,
tenham sofrido pequena reducdo, quando comparadas as médias do cultivo inicial,
ainda se mantiveram elevadas. Niamero de brotos, nimero de gemas, numero de
folhas, numero de &pices, também apresentaram leve redugcdo, mas, mesmo assim,
foi possivel manter a capacidade de regeneracdo in vitro. Ja para o numero de
entrends por explante a média verificada no cultivo inicial manteve-se inalterada
neste subcultivo.

Ja na oxidagéao fendlica foi observada uma consideravel redugéo no presente
subcultivo, comportamento oposto ao observado para clorose foliar, a qual se
apresentou mais elevada. O aumento na clorose foliar pode estar relacionado aos
teores residuais, nos tecidos vegetais, dos fitorreguladores testados durante o cultivo
inicial, os quais podem ter influenciado a ocorréncia de maior porcentagem deste
fendbmeno, neste momento, podendo, ainda, estar em concentracdes suficientes nos
tecidos a ponto de induzirem alguma resposta. Entretanto, deve-se esclarecer que a
incidéncia de oxidacao fendlica e de clorose foliar ndo impediu a regeneracao in vitro

dos explantes subcultivados.
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4.3.16 Taxas de multiplicacédo in vitro para o cultivo inicial e subcultivo

Foi observada diferenca significativa entre as trés taxas meédias de
multiplicagéo calculadas para o cultivo inicial e subcultivo. Os resultados observados
podem ser visualizados na Tabela 29.

Tabela 29 — Taxas de multiplicagdo in vitro (TX;, TX; e TX3) calculadas a partir de
segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-
amarelo), cultivados, durante 30 dias, e subcultivados in vitro, por 30 dias adicionais,
em meios nutritivos (WPM ou MS), na presenca ou ndo de citocininas (6-
Benzilaminopurina - BAP, Cinetina - CIN, 2-Isopenteniladenina - 2-iP ou Thidiazuron
- TDZ) e concentragdes (0; 2,5; 5,0 ou 10pM) de citocininas. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013/2014.

Cultivos in vitro TX ** TX*** T Xgu***
Cultivo inicial 784 b* 2,54b 3,54 a
Subcultivo 1018 a 2,84 a 3,40 b
Média 901 2,69 3,47

*médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si
pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **
calculada por meio da contagem do numero de gemas formadas ao final do periodo de cultivo,
excluindo-se a gema apical; ***divide-se o nUmero de gemas por explante pelo ndmero inicial de
gemas do explante no momento de estabelecimento do cultivo; ****quociente entre o somatorio de
apices e entrends e o numero total de explantes.

hY

Em relacdo a primeira taxa estimada para os cultivos, a melhor média foi
obtida durante o subcultivo, em que foram formadas 1018 gemas, sendo este valor o
maior observado para TX; ao compara-lo com todos os demais verificados durante
os cultivos anteriores. Resultado que reforga o potencial da espécie para a formacao
in vitro de gemas, nas condi¢cdes avaliadas. Como ja discutido para as taxas de
multiplicacéo estimadas nos cultivos anteriores, os valores estimados, considerando-
se a formacao in vitro de gemas, séo considerados muito elevados, fato que reforca
a ideia da possibilidade de ocorréncia de variagbes somaclonais nos tecidos
vegetais micropropagados.

Em estudo realizado com Vitis vinifera L. (videira), foi sugerido que as altas
taxas de multiplicacao in vitro podem provocar altera¢cdées na estrutura e quantidade

cromossOmica, acarretando no surgimento de variantes somaclonais (PRADO et al.,
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2010). Entretanto, estudos apontam que a variagdo somaclonal, tanto quando
induzida como de ocorréncia espontanea, deve ser rastreada durante varias
geracdes das plantas propagadas por sementes, na tentativa de verificar se é uma
alteracdo genética permanente ou, se € de origem epigenética (BARRUETO CID;
TEIXEIRA, 2010). No entanto, estes mesmos autores mencionaram que a
ocorréncia de variacdo somaclonal € menos frequente em plantas originarias de
gemas nodais ou axilares, sendo mais comum a ocorréncia desse tipo de variacao
nas plantas que se originam por meio de calos, de suspensdo celular, de
protoplastos e de embriogénese somética.

J4, em relacdo a estimativa para TX;, assim como para TX;, a maior taxa foi
obtida durante o sulbcultivo (2,84), enquanto que para TXs, 0s valores observados
para os dois cultivos foram semelhantes, indicando que durante o subcultivo a taxa
de multiplicacdo se manteve inalterada. De maneira semelhante, para outra espécie
florestal, Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa), foi observado que se manteve a
taxa média de brotacbes (4-5 brotos por explante) obtida no cultivo inicial e nos dois
subcultivos subsequentes (RIBAS et al., 2005).

4.4 Conclusdes

Na multiplicacao in vitro de segmentos apicais caulinares e segmentos nodais
de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, o uso das citocininas 6-
Benzilaminopurina (BAP), 2-Isopenteniladenina (2-iP), Cinetina (CIN) e Thidiazuron
(TDZ) e, também, da auxina Acido a-Naftaleno Acético (ANA), é dispensavel.

A taxa média de multiplicagdo in vitro, estimada para segmentos nodais e
segmentos apicais caulinares de Handroanthus chrysotrichus, considerando-se o
namero de gemas formadas durante o periodo de cultivo, em todos os cultivos em
gue o meio nutritivo utilizado é o WPM, resulta muito elevada independentemente
dos fitorreguladores testados.

E possivel manter a capacidade morfogenética de Handroanthus
chrysotrichus apés a realizacdo de sucessivos subcultivos em meio nutritivo WPM.
Enquanto que, os explantes cultivados em meio nutritivo MS nao se desenvolvem de

maneira satisfatoria nas condic¢des utilizadas.
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Obtiveram-se elevadas porcentagens médias de sobrevivéncia e
estabelecimento in vitro dos explantes de Handroanthus chrysotrichus cultivados in
vitro, tanto na presenca como na auséncia dos fitorreguladores testados, em meio
nutritivo WPM.

Na presenca da citocinina BAP e da auxina ANA ocorre elevada formagéo de

calos na base das brotacées de Handroanthus chrysotrichus cultivadas in vitro.



5 CAPITULO Il
ASPECTOS RELACIONADOS A SENESCENCIA FOLIAR EM
BROTACOES DE Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos CULTIVADAS IN VITRO

5.1 Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar aspectos relacionados a senescéncia foliar
em brotac6es de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos cultivadas in

vitro.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Avaliacédo da senescéncia foliar em brotacdes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos cultivadas in vitro

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
unifatorial, sendo que os tratamentos foram constituidos dos periodos (14; 21; 28;
40; 56; 70; 84; 102; 116; 130; 154 ou 186 dias), de cultivo in vitro, sem subcultivo ou
transferéncia para meio nutritivo fresco, totalizando 12 tratamentos. As unidades
experimentais foram compostas por um frasco com capacidade para 150mL
contendo 30mL de meio nutritivo, contendo dois explantes. Foram utilizados, no
total,134 explantes distribuidos em 67 frascos.

Utilizaram-se, como explantes, segmentos nodais isolados de plantulas
germinadas in vitro. Decorridos 28 dias, os segmentos nodais foram inoculados em
meio nutritivo WPM (LLOYD; McCOWN, 1980), acrescido de 30g L™ de sacarose,
100mg L™ de mio-inositol e 7g L™ de agar. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente

a solidificacdo com agar, e na sequéncia, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e
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latm de presséo durante 15min. Os frascos foram vedados com papel aluminio e
mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25°C#3,
fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 20umol m? s, obtida a partir de
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

As avaliacoes foram realizadas aos 14, 21, 28, 40, 56, 70, 84,102, 116, 130,
154 ou 186 dias. As variaveis analisadas foram: porcentagem de sobrevivéncia in
vitro (explantes com coloracédo verde), numero de folhas por explante, nimero de
folnas com sinais de senescéncia (folnas com perda da cloragdo verde ou com
manchas escurescidas), porcentagem de formacéo de raizes primarias, de raizes
secundarias, de calogénsese, de clorose foliar (amarelecimento das folhas) e de
oxidacao fendlica (coloracdo escura na base dos explantes).

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

Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as médias das

variaveis foram transformadas, sempre que necessario, pela funcao \/TO,S' sendo X
o valor observado. Foram realizadas andlises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizada a analise de regressdo polinomial ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para
Andlise de Variancia) para Windows®, versdo 4.0 (FERREIRA, 2006). A preciséo

dos ensaios foi estimada pelo indice de variacéo (IV), calculado por %, em que o IV

€ igual ao coeficiente de variacdo (CV) divido pela raiz quadrada do namero de
repeticdes (N) (PIMENTE-GOMES, 2009).

5.3 Resultados e discusséao

Para a sobrevivéncia in vitro das brotacdes de H. chrysotrichus cultivadas em
meio nutritivo WPM, houve efeito significativo do periodo de avaliagbes (1V=6,61%),
sendo possivel observar um ajuste linear decrescente em relacdo ao tempo de
cultivo (Figura 10). As médias mantiveram-se acima de 50% até, aproximadamente,
120 dias de cultivo in vitro, sendo que na ultima avaliacao realizada, em torno de 190
dias, ainda foi possivel observar mais de 40% das brotacdes vivas. Este resultado é

bastante promissor, tendo em vista, que as brotacbes mantiveram-se no mesmo
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meio nutritivo, sem subcultivo e sem transferéncia para meio nutritivo fresco, desde a
instalacdo do ensaio. Os resultados observados podem ser indicativos de que as
brotacdes sobreviventes estivessem efetuando fotossintese de maneira ativa, a qual
as supriria com energia, haja vista que ao longo desse periodo € provavel que o
meio nutritivo estivesse deplecionado em nutrientes. Entretanto, essa hipotese
deverd ser adicionalmente investigada, especificamente, em relacdo a taxa de
fotossintese.

De maneira geral, a resposta obtida pode auxiliar no planejamento de ensaios
adicionais que, eventualmente, serdo executados com essa espécie, que indicarao o
periodo maximo de cultivo in vitro em um mesmo meio nutritivo, para fins de
conservacao in vitro de germoplasma e, também, de selecdo de gendtipos
superiores em relacdo a exigéncias nutricionais do meio nutritivo. Além disso, pode
contribuir com informac¢des quanto ao comportamento in vitro do material vegetal,
haja vista terem sido observados genétipos que se destacaram, ndo s6 quanto a
sobrevivéncia in vitro, mas, também, em relacdo as demais variaveis que foram
analisadas, indicando a existéncia de diferenciacdo entre os gendtipos, com alguns
expressando caracteristicas de adaptacdo e desenvolvimento muito superiores aos
demais. A deteccdo de variabilidade fenotipica entre as brotacbes avaliadas era
esperada, uma vez que o material vegetal utilizado foi proveniente de sementes,
porém a sua longevidade superou a expectativa, a qual estava sendo esperada em

torno de 80 dias de cultivo in vitro.
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Figura 10 — Porcentagem média de sobrevivéncia de brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés 14, 21, 28, 40, 56, 70,
84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant
Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Para o numero de folhas por explante, também houve efeito significativo dos
periodos de avaliacao (IV=4,88%). Foi ajustada uma equacdo de segundo grau para
esta variavel, a qual apresentaria um valor de maxima eficiéncia técnica (MET) aos
160 dias de cultivo in vitro e uma média de 13 folhas por explante (Figura 11).

Observou-se que o numero de folhas aumentou gradativamente no decorrer o
tempo de cultivo in vitro, apresentando uma média de 13,43 folhas por explante ao
final da avaliacdo, aos 186 dias. No entanto, a curva obtida indica o inicio de um
provavel periodo de estabilizacdo para esta variavel a partir dos 160 dias,
aproximadamente. Assim, como mencionado para a sobrevivéncia in vitro, o
resultado obtido para essa variavel, também foi considerado positivo, pois sinaliza
gue mesmo estando a um longo periodo de cultivo in vitro, no mesmo meio nutritivo,

a capacidade morfogenética dos tecidos foi mantida.
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Figura 11 — Numero médio de folhas por explante em brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 14, 21, 28, 40, 56, 70,
84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant
Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Quanto ao numero de folhas com sinal de senescéncia foi, igualmente,
observado um efeito significativo dos periodos de avaliagédo (1V=15,10%), ajustando-
se uma equacao linear crescente (Figural2). Foi observado um aumento gradativo
no numero de folhas com sinais de senescéncia durante o periodo avaliado,
apresentando o mesmo comportamento do niamero de folhas por explante.

Os sinais de senescéncia foliar nas brotacbes de H. chrysotrichus tiveram
inicio a partir dos 20 dias de cultivo in vitro, porém em niveis muito reduzidos,
podendo-se considerar que, somente, a partir dos 40 dias de cultivo in vitro foi
possivel obter média superior a uma folha por explante com sinal de senescéncia. A
maior média observada foi 6,42 folhas aos 186 dias de cultivo in vitro, sinalizando
gue, em média, metade das folhas formadas in vitro apresentaram sinais de
senescéncia. Este valor pode ser considerado baixo, tendo em vista o longo periodo
de cultivo in vitro a que as brotagcdes foram submetidas. A resposta observada
evidencia a aptiddo que a espécie possui para a micropropagacao e, possivelmente,
para a conservacao in vitro (Figura 13) de seu germoplasma. Além disso, 0s
resultados obtidos sugerem a possibilidade da existéncia de genoétipos superiores
em relagédo a reduzida exigéncia de nutrientes ou, por outro lado, a ocorréncia de

fotossintese ativa em condi¢Bes de cultivo in vitro, contrariando a tese amplamente
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aceita de que, nessas condi¢des, as culturas sdo mixotroficas e que a fotossintese
ocorre em baixos niveis, apenas suficientes para manter a coloragdo verde dos

explantes.
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Figura 12 — Numero médio de folhas com sinal de senescéncia em brotacdes de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 14, 21, 28,
40, 56, 70, 84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Figura 13 — Aspectos gerais de brotacbes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivadas in vitro apds 50 dias em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ - WPM, sem subcultivo ou transferéncia para meio nutritivo
fresco. Em A) Brotacbes com folhas sem sinal de senescéncia; em B) Brotacdes
apresentando folhas com sinais de senescéncia e aspecto clorético. Barra=1cm.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.
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De modo geral, a senescéncia € considerada um distirbio metabdlico natural,
mas que pode ser influenciado por diversos fatores ambientais, tais como
disponibilidade de nutrientes, periodo de luminosidade, estresse térmico ou hidrico,
dentre outros. Estes fatores podem estimular a ocorréncia desse processo nos
tecidos foliares. Contudo, trata-se de um fendmeno complexo do ponto de vista
histoldgico, fisiolégico, bioquimico e genético-molecular (genes e promotores
envolvidos neste processo), porém natural, jA que sua ocorréncia esta interligada
com o ciclo de vida das folhas (BARRUETO CID, 2005). Outros pesquisadores
tratam a senescéncia como uma série de eventos citolégicos e bioquimicos. A nivel
celular pode ocorrer a destruicdo de algumas organelas, dentre elas o cloroplasto,
cujo processo de degradacao é desencadeado logo quando se inicia a senescéncia
foliar. Além disso, a expressdo de alguns genes que codificam proteinas envolvidas
na fotossintese pode ser inibida, enquanto outros genes, que codificam enzimas,
como aquelas envolvidas na biossintese do etileno (ACC sintase e ACC oxidase),
sdo induzidos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estes autores mencionaram, ainda, que alguns
horménios podem estar envolvidos neste processo, dentre 0s quais podem-se citar
as citocininas, as quais sao consideradas reguladoras naturais da senescéncia foliar,
e o etileno, que estd associado a degradacao da clorofila e, consequentemente, ao
desaparecimento gradual da cor dos tecidos foliares.

Nesse sentido, alguns estudos ja foram realizados com objetivo de monitorar
a senescéncia foliar em tecidos cultivados in vitro. Em particular, em brotagbes de
Annona glabra L. (ariticum), nas quais foram testadas as citocininas BAP, TDZ, CIN
e ZEA na concentragéo 4,44uM, adicionadas ao meio nutritivo WPM, apos 45 dias
de cultivo in vitro, foi observado que as citocininas testadas foram eficientes no
retardo da degradacéo de clorofilas, reduzindo, assim, a senescéncia foliar durante o
cultivo in vitro desta espécie (OLIVEIRA et al., 2007). JA em Moringa oleifera L.
(bastdo-de-tambor), outra espécie florestal, os sinais de senescéncia foram
desencadeados em torno dos 30 dias de cultivo in vitro, os quais dificultaram a
micropropagacao da espécie (CYSNE, 2006).

J& para a formacgdo in vitro de raizes priméarias e secundérias, também foi
observado efeito significativo do periodo de avaliacdo (IV=6,36% e IV= 13,92%
respectivamente). Ajustaram-se, para ambas as variaveis, equagbes de segundo
grau (Figura 14), cujos valores de MET seriam observados em 126 e 155 dias de

cultivo in vitro respectivamente.
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De maneira geral, houve elevada formacao de raizes priméarias e secundarias
durante o periodo de cultivo in vitro, atingindo médias de 77% e 48,51%,
respectivamente, aos 186 dias. Para as raizes primarias foram observada médias
promissoras desde a primeira avaliacdo (14 dias de cultivo in vitro), sendo, neste
momento, observar mais de 30% de enraizamento das brotacoes, e, a partir dos 40
dias de cultivo, as brotacdes ja haviam alcancado 70% de enraizamento. As
respostas obtidas para variaveis rizogénese mostraram-se bastante promissoras em
um periodo de tempo relativamente curto, ao passo que a inducao in vitro de raizes
para boa parte das espécies arbéreas ainda € considerado um problema, e que,
para muitas espécies, a elucidacdo do processo de rizogénese nao foi alcancada
(CURTI, 2014).
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Figura 14 — Porcentagem média de rizogénese in vitro (formacado de raizes primarias
e secundarias) em brotacbes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos (ipé-amarelo), apos 14, 21, 28, 40, 56, 70, 84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias
de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM. Santa Maria, RS,
UFSM, 2013/2014.

A formacdo in vitro de raizes ainda é um fator limitante para a
micropropagacao de muitas espécies, dentre elas as florestais. Estudos com
espécies lenhosas tém sido realizados visando estabelecer um protocolo eficiente

para essa fase do cultivo in vitro e, de maneira geral, avaliando-se o uso de
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fitorreguladores, especialmente das auxinas (SOUZA; PEREIRA, 2007). Nesse
contexto, o resultado observado neste estudo, em que os explantes foram cultivados
em meio nutritivo WPM, sem qualquer alteracdo na sua composicdo original de sais,
na auséncia de fitorreguladores, pode estar relacionado aos niveis enddgenos de
auxina nos tecidos vegetais dos segmentos nodais inicialmente cultivados, os quais
se encontravam em niveis adequados a ponto de induzir o enraizamento in vitro sem
a necessidade de suplementacédo exégena. Muitas vezes, um alto nivel de auxinas
endodgenas pode ser suficiente para promover a inducdo de raizes adventicias
primordiais (PEREIRA; SOUZA, 2007).

De maneira semelhante ao observado na presente espécie, o enraizamento in
vitro de segmentos nodais de Rubus sp. (amoreira-preta) foi atingido de maneira
satisfatoria sem o acréscimo de auxinas ao meio nutritivo MS apds 60 dias de cultivo
in vitro (PASA et al., 2012). Por outro lado, em Amburana acreana (Ducke) A. C.
Smith (cerejeira), a maior formacé&o in vitro de raizes nas brotacdes cultivadas em
WPM ocorreu na presenca de 0,5uM de AIB, decorridos 30 dias (FERMINO
JUNIOR; SCHERWISKI-PEREIRA, 2012).

Outro aspecto referente ao enraizamento é a formacao de raizes secundarias,
as quais sao imprescindiveis para o bom funcionamento do sistema radicular. No
presente estudo, embora quase 50% das raizes formadas in vitro tenham
apresentado raizes secundarias, estas exibiram, em sua maioria, pequenas
ramificacBes durante o periodo avaliado, podendo ser consideradas iniciais (Figura
15). Muitas vezes, a auséncia ou a ineficiéncia de raizes secundarias e de pelos
absorventes em brotagcdes micropropagadas €é atribuida a presenca de agar
(VIAGANO et al., 2007), o qual pode conferir uma certa barreira fisica que impede o
desenvolvimento dessas estruturas. Em Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert
(canafistula), por exemplo, foi observado que um sistema radicular desprovido de
raizes secundarias nao foi capaz de enraizar e sobreviver durante a fase de

aclimatizacao (CURTI, 2014) de culturas in vitro.
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Figura 15 — Formagéo de raizes secundarias iniciais em brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivadas in vitro apés 100 dias
em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, na auséncia de fitorreguladores.
Barra= 1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Igualmente ao que ocorreu com as demais variaveis, a calogénese in vitro
sofreu influéncia significativa do periodo de cultivo in vitro, sendo ajustada uma
equacao linear crescente (IV=42,69%) (Figura 16). Foi observada baixa formacao de
calos junto as brotacbes de H. chrysotrichus, cuja maxima porcentagem média
obtida foi de 11,19% aos 186 dias de cultivo. Durante as primeiras avaliagées nédo se
observou formacéao de calos nas brotacdes, somente a partir dos 50 dias de cultivo
in vitro. Esta resposta, coincide com o periodo em que comecaram a surgir 0s sinas
de senescéncia foliar nas brotagdes inoculadas (a partir dos 40 dias de cultivo),
podendo estar relacionada ao inicio de esgotamento dos nutrientes presentes no

meio nutritivo.
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Figura 16 — Porcentagem média de calogénese em brotagfes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés 14, 21, 28, 40, 56, 70,
84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant
Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Também houve efeito significativo do periodo de cultivo para a clorose foliar,
sendo que, assim como para a calogénese, ajustou-se uma equacao linear
crescente (IV=16,06%) (Figura 17) ao seu desempenho. Pode-se perceber que, no
decorrer do tempo de cultivo, houve um crescimento na ocorréncia de clorose foliar,
sendo observada a maior média aos 186 dias de cultivo in vitro, atingindo mais de
40% das brotacdes.

Assim como supramencionado, para a formacao de calos e de folhas com
sinais de senescéncia, a clorose foliar, também teve inicio apds 40 dias de cultivo in
vitro. Estas respostas podem estar sinalizando a eventual necessidade de
transferéncia das brotacfes para um meio nutritivo fresco.

A clorose foliar é evidenciada pelo amarelecimento das folhas e pode causar
reducdo no crescimento das plantas (WENDLING et al., 2006). Este fendmeno, de
modo geral, sinaliza algum tipo de estresse que a planta estd sofrendo como, por
exemplo, deficiéncia mineral, excesso de luminosidade, presenca de fitorreguladores
no meio nutritivo, dentre outras condicbes (TREVIZAN, 2005). A presenca desse
fendbmeno pode reduzir o desenvolvimento in vitro de espécies florestais. Em
Swietenia macrophylla King (mogno) e Melia azedarach L. (cinamomo) sua
ocorréncia prejudicou a multiplicagéo in vitro (SCHOTTZ et al., 2007; CABEL, 2006).
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O mesmo foi verificado na multiplicacdo in vitro de Ficus carica L. (figueira), em que
a adicdo da giberilina GAj3 foi indicada como responsavel pela inducdo de sua
ocorréncia (FRAGUAS et al., 2004).
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Figura 17 — Porcentagem média de clorose foliar em brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apés 14, 21, 28, 40, 56, 70,
84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant
Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

De maneira semelhante ao observado para clorose foliar, houve efeito
significativo do periodo de cultivo para a oxidacéo fendlica (IV=16,06%). Novamente,
ajustou-se uma equacao quadratica (Figura 18). Nao foi observada oxidacéo fenolica
nas brotacdes nas duas primeiras avaliacdes realizadas, entretanto, a partir dos 28
dias de cultivo in vitro foi observado que mais de 30% das brotacbes apresentavam-
se oxidadas e, a partir de entdo, sua ocorréncia foi estavel, mantendo uma média
de, aproximadamente, 37% das brotacdes oxidadas, comportamento que pode ser
visualizado pela curva ajustada.

A oxidacdo fendlica, responsavel pelo escurecimento dos explantes, pode
ocorrer com frequéncia em espécies florestais propagadas in vitro e, ainda, € tida
com um desafio ao estabelecimento in vitro de culturas vegetais (SATO et al., 2001).
Esses compostos fendlicos podem produzir substancias toxicas, as quais se
acumulam nos tecidos vegetais podendo modificar a composicdo do meio do
nutritivo e a absorcédo de nutrientes (ANDRADE et al., 2000).
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Figura 18 — Porcentagem média de oxidacdo fendlica em brotacdes de

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), ap6s 14, 21, 28,
40, 56, 70, 84,102, 116, 130, 154 ou 186 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo
‘Woody Plant Medium’ - WPM. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

5.4 Conclusdes

As brotacbes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos
apresentam folhas com sinais de senescéncia a partir dos 40 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo WPM, porém em médias reduzidas.

A porcentagem de sobrevivéncia in vitro das brotacées de Handroanthus
chrysotrichus mantem-se elevada (acima de 50%) até os 115 dias de cultivo in vitro,
sendo possivel cultiva-las no mesmo meio nutritivo (WPM) por, pelo menos, 186
dias.

Ha formacao in vitro de raizes primarias e secundarias iniciais em brotacdes
de Handroanthus chrysotrichus, obtidas a partir do cultivo de segmentos nodais de
origem seminal, em meio nutritvo WPM, na auséncia de fitorreguladores, em
porcentagens satisfatorias para espécies lenhosas, a partir dos 50 dias de cultivo in

vitro.






6 CAPITULO IV
RIZOGENESE IN VITRO E ACLIMATIZAQAO EX VITRO DE
BROTACOES DE Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) J.
Mattos

6.1 Objetivo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de AIB, na presenca ou auséncia de vermiculita na rizogénese in vitro
de em Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos e, posterior

aclimatizacado das mudas micropropagadas.

6.2 Material e métodos

6.2.1 Efeito de Acido 3-Indolbutirico (AIB) na rizogénese in vitro de segmentos

apicais caulinares de Handroanthus chrysotrichus

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
unifatorial, sendo que os tratamentos consistiram das diferentes concentragdes de
AIB (0; 5; 10 ou 20uM), totalizando quatro tratamentos, com oito repeticbes cada. A
unidade experimental foi composta por um frasco com capacidade para 150mL
contendo 30mL de meio nutritivo e trés explantes. Foram utilizados, como explantes,
segmentos apicais caulinares isolados de brotacdes provenientes dos ensaios de
multiplicagcdo in vitro, anteriormente relatados. As brotacbes, antes de serem
utilizadas no presente ensaio, passaram por um periodo de 15 dias de cultivo em
meio nutritivo WPM acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L™ de mio-inositol, 7g

L™ de 4gar e 1g L™ de carvao ativado, na auséncia de fitorreguladores.
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Em cémara de fluxo laminar, os segmentos apicais caulinares foram
inoculados em meio nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade
(¥sWPM), acrescido de 30g L™ de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol, 7g L™ de &gar
e 1g L™ de carvéo ativado, além das diferentes concentracdes de AIB, conforme o
tratamento. O pH foi ajustado para 5,8, previamente a solidificacdo com &gar, e
apos, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e 1atm de pressao durante 15min.

A avaliacdo foi realizada ap6s 60 dias de cultivo in vitro. As variaveis
analisadas foram: sobrevivéncia dos explantes (explantes com coloracdo verde),
formacgéo de raizes primarias, formacao de raizes secundarias, brota¢cdes com calo,
oxidacao fendlica (escurecimento na base do explante), todas expressas em

porcentagem, além de comprimento médio de raizes, em cm.

6.2.2 Cultivo inicial: Efeito de AIB combinado a presenca ou auséncia de vermiculita
na rizogénese in vitro de brota¢cdes de Handroanthus chrysotrichus

O presente ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo bifatorial 4x2, em que os tratamentos foram constituidos das diferentes
concentracfes de AIB (0; 5; 10 ou 20uM) combinadas a presenca ou auséncia de
vermiculita, totalizando oito tratamentos, com sete repeticbes cada. Cada unidade
experimental foi composta por um frasco com capacidade para 150mL contendo
30mL de meio nutritivo e duas brotacbes. As brotacbes utilizadas neste ensaio,
foram provenientes de plantulas germinadas in vitro e, na sequéncia, cultivadas,
durante 30 dias, em meio nutritivo WPM, acrescido de 30g L™ de sacarose, 100mg L’
! de mio-inositol, 7g L™ de &gar, sem adicéo de fitorreguladores.

Em camara de fluxo laminar, as brotac6es foram inoculadas em meio nutritivo
WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (2WPM), acrescido de 30g
L' de sacarose, 50mg L' de mio-inositol, 7g L' de agar e 1g L' de
polivinilpirrolidona (PVP), o qual foi adicionado ao meio nutritivo objetivando
controlar a oxidacdo fendlica. Adicionalmente, conforme o tratamento, foi
acrescentado, ao meio nutritivo, AlB, na concentragdo de acordo com o tratamento,

e 30mL de vermiculita. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificagdo com
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agar, e apos, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm de pressdo durante
15min.

A avaliacdo foi realizada apos 45 dias de cultivo in vitro. As varidveis
analisadas foram: sobrevivéncia dos explantes (explantes com coloracdo verde),
formacéo de raizes primarias, formacao de raizes secundarias, brota¢cdes com calo,
oxidacdo fendlica (escurecimento na base do explante), clorose foliar
(amarelecimento das folhas), todas expressas em porcentagem, e também, o

comprimento médio de raizes, em cm.

6.2.3 Subcultivo: Rizogénese in vitro de brotacdes de Handroanthus chrysotrichus

Neste subcultivo foram usadas as brotagdes provenientes do ensaio anterior,
descrito no item 6.2.2 (cultivo inicial), visando otimizar a formacao in vitro de raizes
adventicias. Com essa finalidade, em camara de fluxo laminar, as brota¢des foram
inoculadas em frascos com capacidade para 150mL contendo 30mL de meio
nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (Y2WPM), acrescido
de 20g L' de sacarose, 50mg L™ de mio-inositol, 7g L™* de agar e 30mL de
vermiculita. O pH foi ajustado para 5,8, anteriormente a solidificacdo com &gar, e
apos, o meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e 1atm de presséo durante 15min.

A avaliacdo foi realizada aos 25 dias de cultivo in vitro. As variaveis
analisadas foram: sobrevivéncia dos explantes (explantes com coloracédo verde),
formacao de raizes primérias, formacao de raizes secundarias, todas expressas em

porcentagem, e também, o comprimento médio de raizes (cm).

6.2.4 Aclimatizacdo ex vitro de brotacdes micropropagadas de Handroanthus

chrysotrichus

Com o objetivo promover a aclimatizacdo ex vitro brotacdes cultivadas no
ensaio anterior, conforme descrito no item 6.2.4 (Subcultivo 1), primeiramente, foram

abertos os frascos que continham as brotacdes, para permitir que ocorresse de
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modo gradual, as trocas gasosas entre as brotacdes cultivadas in vitro e o ambiente
externo. Apos, decorridos dois dias da abertura dos frascos, as brotagbes foram
transferidas para copos de plastico com capacidade para 300mL, contendo 300mL
de substrato Mecplant®, nos quais permaneceram durante sete dias ainda com
cobertura, a qual foi proporcionada por outro copo plastico, de mesma capacidade,
com cinco pequenas perfuragcdes. Foram utilizadas, no total 42 repeticdes, sendo
gue cada copo plastico recebeu uma brotacéao.

Os copos plasticos contendo as brotagdes foram dispostos em bandejas
plasticas contendo, em sua base, uma lamina de 1cm de &gua destilada visando
proporcionar um microclima adequado a aclimatizacdo das brotacbes provenientes
do cultivo in vitro. A avaliacdo foi realizada apos 30 dias. As variaveis analisadas
foram: porcentagem de sobrevivéncia das brotacbes (brotacdes com coloracéo

verde), niumero de folhas por brotacdo e comprimento da parte aérea (cm).

6.2.5 Condicdes de cultivo

Apés a inoculacdo das brotacbes, os frascos foram vedados com papel
aluminio (exceto os copos plasticos que continham as brotaces submetidas ao
processo de aclimatizacdo) e mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25°C+3, fotoperiodo de 16h, e intensidade luminosa de 20umol m? s™,

obtida a partir de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

6.2.6 Andlise estatistica

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

Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as médias das

variaveis foram transformadas, sempre que necessario, pela funcao Vx+0,5 , 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 F ou o teste de
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Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro, para os tratamentos qualitativos.
Enquanto que, para os tratamentos quantitativos, foi realizada a andlise de
regressao polinomial ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o
programa estatistico SISVAR (Sistema para Analise de Variancia) para Windows®,
versdo 4.0 (FERREIRA, 2006). A precisdo dos ensaios foi estimada pelo indice de

variacao (IV), calculado por %, em que o IV é igual ao coeficiente de variacao (CV)

divido pela raiz quadrada do niumero de repeticdes (N) (PIMENTE-GOMES, 2009).

6.3 Resultados e discusséo

6.3.1 Cultivo inicial: Efeito de AIB na rizogénese in vitro de segmentos apicais

caulinares de Handroanthus chrysotrichus

N&o houve efeito significativo das concentracées de AIB para nenhuma das
variaveis analisadas. No entanto, foi observada elevada média geral (91,69%,
IV=8,75%) para a sobrevivéncia in vitro dos segmentos apicais caulinares ap6s 60
dias de cultivo.

Para a formacédo in vitro de raizes adventicias, a média alcancada foi de
21,81% de raizes primarias (IV=50,70%), sendo que, destas, apenas 3,09%
apresentaram raizes secundarias (IV=115,08%). Ambas as médias séo
consideradas baixas e indicam que as concentracdes de AIB testadas nao foram
eficientes na inducdo in vitro de raizes em segmentos apicais caulinares de H.
chrysotrichus. O mesmo foi verificado para o comprimento médio de raizes, as quais
exibiram apenas 0,85 cm (1V=56,34%).

A inducdo de raizes adventicias em explantes de caule e de folhas tem
ocorrido, na maioria dos estudos, de maneira empirica, a partir da adicdo de auxinas
ao meio nutritivo, o que altera a relagcdo auxina/citocinina endégena dos tecidos. Na
presenca da auxina no meio nutritivo, € comum o aparecimento de calos, enquanto
as raizes podem aparecer logo depois. Entretanto, a morfogénese tem sido

observada em numerosas espécies de plantas cultivadas in vitro, mas ainda nao é
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possivel apresenta-la como um fendmeno universal. Vérias plantas e tecidos ainda
sdo de dificil manipulacéo in vitro e pouco ou nada respondem aos estimulos e
sinais aplicados, por isso, sdo chamadas de recalcitrantes (LEMOS, 2010). Nos
experimentos de rizogénese in vitro em espécies lenhosas este fato, além de muito
frequente, é recorrente.

Contudo, para muitas espécies florestais, ja foram obtidos resultados
promissores na fase de rizogénese in vitro. Exemplos de sucesso sdo microestacas
de Cabralea canjerana, nas quais foram testadas diferentes concentracbes de AlIB
(0; 2,5; 5 ou 10uM) acrescidas ao meio 2MS. Apos 60 dias de cultivo in vitro, foram
observadas 87,5% de microestacas enraizadas a 5uM de AIB (ROCHA et al., 2007).
Igualmente, brotacées de Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Steudel (louro-
pardo), em que foram testadas as auxinas AIB (22,22uM) e ANA (26,85uM),
isoladamente, ou na presenca de carvdo ativado (1,59 L™), apés 30 dias de cultivo in
vitro, o melhor resultado obtido foi de 73% de brotacdes enraizadas com a
combinacdo entre AIB e carvdo ativado (MANTOVANI et al., 2001). Da mesma
maneira, em Acca sellowiana (Berg) Burret (goiabeira), foram obtidos 68,9% de
enraizamento in vitro por meio do tratamento pulso de seis dias na presenca de
20uM de AIB, tratamento que, também, resultou em maior nimero médio (1,3
raizes) e comprimento médio de raizes (5,6 mm) (OLTRAMARI et al., 2000).

J4 em relacdo a calogénese (36,44%; IV= 33,42%) e a oxidacao fendlica
observadas nos explantes (63,56%, 1V=22,69%) as médias podem ser consideradas
altas, especialmente, a oxidacdo fendlica. A elevada porcentagem de explantes
oxidados pode ter interferido, negativamente, na inducdo in vitro de raizes nos
segmentos apicais caulinares de H. chrysotrichus. Este fenbmeno pode inibir a
morfogénese in vitro em qualquer fase da microprogac¢ao, por meio da liberacdo de
substancias téxicas, as quais podem causar necroses e, em casos mais severos, a
morte do explante (THOMAS, 2008).
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6.3.2 Efeito de AIB combinado a presenca ou auséncia de vermiculita na rizogénese

in vitro de brotac6es de Handroanthus chrysotrichus

Para a sobrevivéncia in vitro das brotacdes houve efeito significativo do fator
principal presenca de vermiculita no meio nutritivo (p=0,0005) (Tabela 30). O
tratamento contendo vermiculita, independentemente das concentracoes de AIB,
forneceu o melhor resultado, sendo verificada uma elevada porcentagem de
sobrevivéncia in vitro das brotagcdes nesta condicdo. De maneira semelhante,
durante o enraizamento in vitro de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert
(canafistula), foram observadas médias superiores a 90% de sobrevivéncia in vitro
das brotacdes, independentemente dos substratos (vermiculita, Plantmax® ou areia
fina, combinados a presenca ou auséncia de 4gar) adicionados ao meio nutritivo MS
acrescido de 10uM de AIB (CURTI; REINIGER, 2014).

Tabela 30 — Médias de sobrevivéncia in vitro (%) de brota¢cdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 45 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (Y2WPM),
na presenca ou auséncia de vermiculita independentemente das concentragdes de
Acido 3-Indolbutirico - AIB (0; 5; 10 ou 20puM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Vermiculita Sobrevivéncia in vitro (%)
Presenca 87,50 a*
Auséncia 51,78 b

Média (%) 69,64

[\V/** 19,30

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

teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. *IV (indice

I cv .- . , .
de variacéo) = — em que CV= coeficiente de variacdo e N= numero de repeticdes.

Para a inducdo in vitro de raizes primarias (IV=66,47%), secundarias
(IV=81,65%) e comprimento médio de raizes (IV=83,83%) ndo foram verificados
efeitos significativos dos fatores testados e, tampouco, da interacdo entre estes. As
meédias alcancadas foram 11,60%, 8,92% e 0,33cm respectivamente. O resultado

observado indica que as concentracdes de AIB combinadas a presenca ou auséncia
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de vermiculita ndo foram eficientes em promover a rizogénese in vitro em brotacdes
de H. chrysotrichus.

O desenvolvimento in vitro de um sistema radicular eficiente em plantas
micropropagadas € tido como um processo complexo que envolve diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos, que ainda ndo foram completamente elucidados, podendo
estes dificultar ou até impedir o estabelecimento de um protocolo de
micropropagacao para determinadas espécies (SOUZA; PEREIRA, 2007). Nesse
sentido, além da utilizacdo de diferentes classes de fitorreguladores, pode-se
interferir na composi¢ao do meio nutritivo visando obter resultados mais promissores
a formacao in vitro de raizes adventicias em espécies arbéreas (CURTI; REINIGER,
2014). A adicdo de vermiculita ao meio nutritivo, por exemplo, modifica a estrutura
do meio proporcionando-lhe maior aeracdo e, assim, podendo favorecer a
rizogénese (CALDAS, 1990).

Por outro lado, em diversas espécies, inclusive florestais, esta fase do cultivo
in vitro ja foi ultrapassada. Como € caso de Malus pumilla Mill. (macieira M9), em
gue ao serem testados trés diferentes tipos de substratos (agar, vermiculita e cinza
vegetal), incorporados ao meio nutritivo ¥2MS, foram observadas mais de 80% das
miniestacas enraizadas na presenca de vermiculita ou cinza vegetal, apos 35 dias
de cultivo in vitro. Contudo, o maior comprimento médio de raizes foi observado na
presenca de &gar, sendo obtidos 5,7cm (VIEIRA et al., 2007). Comportamento
semelhante foi observado em Prunus cerasifera cv. Mr. S. 1/8 (pessegueiro), em que
foi possivel substituir o agar por vermiculita e obter uma porcentagem de
enraizamento in vitro superior a 90%, apds 35 dias de cultivo (VIAGANO et al.,
2007). Altas porcentagens de enraizamento in vitro (90%), também, foram
observadas em brotacdes de Melia azedarach L. (cinamomo) cultivadas em meio
nutritivo ¥2aMS acrescido de 4,92uM de AIB (CABEL, 2006). Ja para Peltophorum
dubium (canafistula), o melhor resultado obtido na rizogénese in vitro, foi atingido
com a combinacdo de vermiculita e agar adicionados ao meio nutritivo MS, apds 60
dias de cultivo in vitro das brotacdes, sendo observada uma média de 36,78% de
brotacbes com raizes (CURTI, REINIGER, 2014).

Quanto a calogénese in vitro (p=0,0000; IV=26,83%) houve efeito significativo
das concentracfes de AIB. Observou-se um comportamento quadrético (Figura 19),
em que a maxima eficiéncia técnica (MET) ocorreria na presenca de 13,39uM da

auxina.
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Figura 19 — Porcentagem média de calogénese em brotagfes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 45 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi
reduzida a metade (*2WPM), acrescido das diferentes concentracdes de AIB (0; 5;
10 ou 20uM) independentemente da presenca ou auséncia de vermiculita. Santa
Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Foi observado que, na auséncia da auxina, a formacdo de calos foi
praticamente nula, enquanto na presenca de AIB a 5uM houve elevada formacao
calogénica basal em mais de 70% das brotacfes. Embora tenha sido observada
pequena reducdo, nas demais concentragcbes de AIB avaliadas, a calogénese
manteve-se, ainda, elevada (67,85%). Esta resposta indica, que a adi¢cdo da auxina,
provavelmente, alterou o balanco hormonal enddégeno, equilibrando-o e, em
consequéncia, favoreceu a calogénese em detrimento a formacdo de raizes
adventicias.

Alguns autores indicaram que, ao se alterar o balanco hormonal endégeno,
por meio da adi¢éo de auxinas e, dessa maneira, favorecer o surgimento de calos na
base das brotacdes, compromete-se ndo s6 o0 enraizamento in vitro como, também,
o0 crescimento da parte aérea (PASCAL et al., 2001). Além disso, a formacédo de
calos na base das brotacdes, pode, muitas vezes, interferir na qualidade do sistema
radicular formado, afetando principalmente as conexdes do explante com o sistema
vascular e, consequentemente, comprometendo o processo de aclimatizagdo das

brotacées (FACHINELLO et al., 1995). E possivel, também, que a adi¢cédo de auxinas
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como ANA, AIB e AIA, ao meio nutritivo, frequentemente, pode induzir a formacgao
de calos e promover o desenvolvimento de raizes mais grossas nas plantas. Estas
respostas sdo indesejaveis durante a etapa de enraizamento in vitro, visto que
podem interferir, negativamente, na funcionalidade do sistema radicular, podendo,
inclusive, comprometer a aclimatizacdo das brotacbes propagadas in Vvitro
(GRATTAPLAGLIA; MACHADO, 1998).

Em estudo realizado com Luehea divaricata Mart. & Zucc. (acoita-cavalo), foi
observada a formacéao de calos (superior a 25%) na base dos explantes na presenca
de 6uM de AIB em meio nutritivo WPM, ap6s 30 dias de cultivo in vitro (LEON,
2014). Porcentagens mais elevadas de calos (65,41%) foram observadas em
Peltophorum dubium (canafistula), aos 60 dias de cultivo, durante enraizamento in
vitro, na presenca de 10uM de AIB acrescido ao meio nutritivo 2WPM, na presenca
de vermiculita e, independentemente das concentracdes de sacarose (0; 15 ou 30 g
L) e 4gar (0 ou 7 g L) (CURTI, 2014).

Em relacdo a porcentagem de clorose foliar (IV=24,18%) néo foi observado
efeito significativo dos fatores testados e nem da interacéo entre eles. Todavia, foi
constatada a ocorréncia de 68,75% de clorose foliar, média considerada elevada, a
gual pode ter influenciado, negativamente, a formacao in vitro de raizes para a
espécie em questao.

Aliada a esta resposta pode estar, também, relacionada a oxidacao fendlica, a
gual sofreu efeito significativo da presenca ou auséncia de vermiculita no meio
nutritivo (p=0,0000) (Tabela 31).
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Tabela 31 — Meédias de porcentagem de oxidacdo fendlica em brotacbes de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo), apos 45 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracao de
sais foi reduzida a metade (Y2WPM), na presenca ou auséncia de vermiculita
independentemente das concentra¢ées de Acido 3-Indolbutirico - AIB (0; 5; 10 ou
20uM). Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

Vermiculita Oxidacao fendlica (%)
Presenca 19,64 a*
Auséncia 62,50 b

Média (%) 41,07

[\V/** 38,56

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

teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **IV (indice

I cv - _ . .
de variacgédo) = — emque CV= coeficiente de variacdo e N= numero de repeti¢des.

Assim como observado na sobrevivéncia in vitro, a melhor resposta em
relacdo a oxidacao fendlica foi obtida na presenca de vermiculita. Estas respostas,
possivelmente, estdo relacionadas, ja que a maior porcentagem de brotacdes que
sobreviveram foi observada quando a oxidacao fendlica mostrou-se mais reduzida,
ratificando que estes processos sdo inversamente relacionados. A oxidacao fendlica
tem sido relatada como prejudicial ao estabelecimento in vitro de espécie lenhosas,
devido ao acumulo de polifen6is em torno da superficie incisada, sendo que as
substancias que sao liberadas podem prejudicar a absor¢cdo de nutrientes
(ANDRADE et al., 2000).

6.3.3 Subcultivo: Rizogénese in vitro de brotacdes de Handroanthus chrysotrichus

O presente subcultivo foi executado na tentativa de melhorar o
desenvolvimento do sistema radicular das brotagdes de H. chrysotrichus, que foram
cultivadas em meio nutritivo ¥2WPM acrescido de diferentes concentragdes de AIB
na presenca ou auséncia de vermiculita, uma vez que nao foi obtido um resultado
satisfatorio durante o cultivo inicial. Desse modo, as brotacdes, apos 60 dias de
cultivo in vitro, foram subcultivadas em meio nutritivo 2WPM na presenca de

vermiculita, tendo em vista que, houve maior média de sobrevivéncia in vitro e
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menor porcentagem de oxidagdo fenodlica durante o cultivo inicial, quando esta
estava presente. Em decorréncia disso, as brotagdes foram mantidas todas sob as
condi¢Bes de cultivo in vitro iguais, ndo havendo, portanto, tratamentos distintos.

De maneira geral, foi observado que o material vegetal subcultivado obteve
respostas mais promissoras se comparado ao cultivo inicial, sendo alcancada média
de 100% de sobrevivéncia das brotacdes subcultivadas, apds 25 dias de cultivo in
vitro na auséncia de fitorreguladores. Em relacdo a rizogénese, também, foi
verificada uma resposta superior a obtida no cultivo inicial. Para a formacao in vitro
de raizes priméarias nas brotacdes, foi observada uma média geral de 52,38% sendo
que, destas, 30,95% apresentaram raizes secundarias iniciais (Figura 20). Além
disso, foi obtido um comprimento médio de raizes superior (0,92cm) ao observado
no cultivo inicial (0,33cm), apesar de ser ainda baixo. Alguns autores indicaram que
o processo de formacao de raizes pode ser divido em trés fases: inducao, iniciacdo
e elongacdo. De maneira geral, a inducéo e a iniciacdo sdo dependentes de auxina,
enquanto a elongacdo (crescimento) pode ser inibida pela presenca de
fitorreguladores (GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998).

Em H. chrysotrichus, pode-se perceber, durante os cultivos realizados, que,
na auséncia de fitorreguladores, de modo geral, a espécie apresentou melhor
desenvolvimento in vitro. Relatos indicam, que do mesmo modo que existe um
significativo numero de espécies que necessitam da adicdo de fonte de auxinas
ex0gena, para promover 0 enraizamento in vitro, existem aquelas espécies que
enraizam sem a necessidade dessa classe de fitorreguladores, pois ja possuem
elevados niveis enddgenos (SOUZA, PEREIRA, 2007).
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Figura 20 — Formacdo de raizes adventicias em brotagbes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos (ipé-amarelo), subcultivadas in vitro em meio
nutritivo ‘Woody Plant Medium’ - WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a
metade (Y2WPM), acrescido de vermiculita, apos 25 dias de cultivo in vitro. A)
Formacéo in vitro de raizes primarias; B) Formac&o in vitro de raizes secundarias
iniciais. Barra=1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.

6.3.4 Aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus

chrysotrichus

Nao foi possivel promover a aclimatizagdo ex vitro das plantas
micropropagadas de H. chrysotrichus de maneira satisfatéria, sendo que das 42
mudas submetidas as condi¢bes ex vitro, apenas trés sobreviveram e continuaram o
seu desenvolvimento fora do ambiente in vitro. De maneira geral, esta resposta pode
estar relacionada ao sistema radicular mal formado das plantas, pois apesar de se
obter uma porcentagem de raizes relativamente satisfatéria (52,38%). No entanto,
estas ndo apresentaram raizes secundarias e pelos absorventes em quantidade
adequada.

Muitas vezes, a aclimatizacdo é uma etapa da propagacao in vitro que pode
ser limitante ao estabelecimento de um protocolo de micropropagacgao para diversas
espécies, ndo permitindo que se obtenham elevadas taxas de sobrevivéncia das
plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; SILVA et al., 2007). Varias podem ser
as causas para as baixas taxas de sobrevivéncia, dentre as quais podem ser citadas
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a perda excessiva de agua que sofrem durante o periodo de aclimatizacdo
(SCHUCK et al., 2012), formacdo in vitro de sistema radicular ineficiente
(HOFFMANN et al., 2001; SOUZA; PEREIRA, 2007), ocorréncia de calogénese na
base das brotagdes cultivadas in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para Malus pumilla (macieira) a aclimatizacdo foi possivel, somente, quando
as miniestacas micropropagadas foram desenvolvidas em meio nutritivo contendo
vermiculita, sendo observada uma média de 93,5% de sobrevivéncia ex vitro das
plantas, apds 40 dias em estufa. Os autores atribuiram os ganhos na qualidade do
sistema radicular formado in vitro, & maior aeracado proporcionada ao meio nutritivo
com a adi¢cdo de vermiculita e cinza vegetal, permitindo assim, a inducédo de raizes
ramificadas com presenca abundante de pelos absorventes, 0s quais Ssao
imprescindiveis para o sucesso da fase de aclimatizacao (VIEIRA et al., 2007).

Em ensaios visando ao enraizamento in vitro e, posterior aclimatizacdo ex
vitro de brotacbes de Prunus salicina Lindl. Cv. América (ameixa japonesa), foi
observado que a presenca de AIB (0, 0,25, 0,5, 0,75 ou 1mg L™), no meio nutritivo
%MS proporcionou melhores médias para a formacao in vitro de raizes (41,95%),
guando comparadas as médias obtidas na presenca de AIA nas mesmas
concentracdes, aos 20 dias de cultivo. J& para a aclimatizacdo ex vitro das plantas,
provenientes da micropropagacdo, ap6s 30 dias, as maiores porcentagens de
sobrevivéncia ex vitro aconteceram em plantas cultivadas em AIB ou AIA a 1mg L™
(88 e 92% respectivamente). Entretanto, os autores mencionaram que, embora AlB
tenha proporcionado maior enraizamento in vitro, a maioria das brotacdes
sobreviventes foram aquelas cultivadas na presenca de AlA, provavelmente porque
AIB promoveu a indugcdo de raizes mais fibrosas e, assim, mais suscetiveis a

danificacdo no momento de transferéncia para o substrato (BANDEIRA et al., 2012).

6.4 Conclusdes

As concentracdes de AIB testadas ndo promovem um nivel satisfatério de
rizogénese in vitro em Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos.
E possivel obter 52,38% de enraizamento in vitro das brotacbes de

Handroanthus chrysotrichus subcultivadas na auséncia de fitorreguladores e com a
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adicdo de vermiculita ao meio nutritivo WPM, cujas concentracdes de sais foram
reduzidas a metade (2WPM).

Na presenca de vermiculita no meio nutritivo WPM, cuja concentracéo de sais
foi reduzida a metade (*2WPM), é verificada elevada porcentagem de sobrevivéncia
in vitro e menor ocorréncia de oxidacdo fendlica nas brotacbes de Handroanthus
chrysotrichus.

Ha elevada formacdo de calos na base das brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus na presenca de Acido 3 Indobutirico - AIB, ap6s 45 dias de cultivo in
vitro.

A aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus
chrysotrichus ndo é bem sucedida quando estas sdo transferidas para substrato

Mecplant® e mantidas nas condicfes de sala de crescimento.






7 CAPITULO V
ANATOMIA FOLIAR DE BROTACOES DE Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos MICROPROPAGADAS

7.1 Objetivo

O objetivo deste estudo foi analisar aspectos relacionados a anatomia foliar
de plantas de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos germinadas in
Vivo e in vitro, brotacdes micropropagadas que foram cultivadas na presenca ou na

auséncia de fitorreguladores e, ainda, de brotacdes que foram aclimatizadas.

7.2 Material e métodos

Para as avaliacbes da anatomia foliar de Handroanthus chrysotrichus foram
confeccionadas laminas histolégicas de material vegetal proveniente da germinacgao
de sementes e dos ensaios realizados para a micropropagacao desta espécie,
conforme descritos nas metodologias dos capitulos anteriores (I, Il e IV). Sendo
assim, foram utilizadas folhas de H. chrysotrichus dos seguintes materiais:

e plantas germinadas in vivo (plantulas germinadas em casa de vegetacdo, em
substrato Mecplant®, com aproximadamente 90 dias);

e plantas germinadas in vitro em meio nutritivo WPM, cuja concentra¢do de sais
foi reduzida & metade (Y2WPM) (plantas com aproximadamente 60 dias);

e Dbrotacdes (com aproximadamente 40 dias de cultivo) que passaram por
tratamentos com fitorreguladores (ensaios de multiplicagdo in vitro com
utilizacdo das citocininas 6-Bezilaminopurina - BAP, 2-Isopenteniladenina - 2-
iP, Cinetina - CIN ou Thidiazuron - TDZ e, ensaio de enraizamento in vitro
usando a auxina Acido 3-Indolbutirico - AlB;

e Dbrotagdes cultivadas in vitro em meio nutritivo WPM ou Y2WPM (meio nutritivo

WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade), sem a presenca de
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fitorreguladores, advindas dos ensaios de senescéncia foliar (brotagdes com

aproximadamente 120 dias de cultivo) e multiplicacdo in vitro (explantes de

origem seminal, com aproximadamente 60 dias de cultivo);
e plantas aclimatizadas ex vitro (com aproximadamente 40 dias de cultivo ex
vitro).

Dessa maneira, 0s tratamentos consistiram da comparacao entre 0s materiais
vegetais mantidos in vivo, in vitro ou aclimatizados. Tentou-se realizar uma
comparacao geral em relacdo a organizacao dos tecidos foliares de H. chrysotrichus
submetidos a diferentes tratamentos in vitro e ambientes de cultivo. Assim, foram
confeccionadas laminas histoldgicas dos tecidos foliares de H. chrysotrichus, sendo
gue, para isso, foi realizada uma sequéncia de procedimentos conforme descrito a
seqguir:

- Clivagem do material vegetal.

- Desidratacao em série etilica:

- 70% durante 1h;
- 80% durante 1h;
- 90% durante 1h;
- 95% durante 1h;
- Absoluto over nigth.
- Banho em solucéo de etanol absoluto e xilol:
- solugéo de xilol e etanol (1:2);
- solucéo de xilol e etanol (1:1);
- solucéo de xilol e etanol (2:1).

- Impregnacdo com parafina: seis banhos de parafina de alto ponto de fuséo
(56° - 58°C).

- Emblocamento: foi realizado com uma mistura de parafina de alto ponto de
fusdo acrescido de 20% de cera de abelha.

- Corte do bloco em micrétomo rotativo automatico: foram realizados cortes
transversais em microtomo rotativo automatico com a espessura de 5um, logo apos
o fragmento foi distendido em banho-maria com temperatura de 54°C+1 e colocado
sobre a lamina. Na sequéncia, os fragmentos permaneceram por 12h em um suporte

para secagem.
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- Reidratacdo: apos a secagem, as laminas foram banhadas com xilol para a
retirada da parafina. O material fixado a lamina foi reidratado com a seguinte
sequéncia:

- etanol a 95% por 5min;
- etanol a 90% por 5min;
- etanol a 80% por 5min;
- etanol a 70% por 5min;
- etanol a 60% por 5min;
- etanol a 40% por 5min;
- agua destilada.

- Coloracédo: as laminas foram imersas em solucdo de Azul de Toluidina
durante 1min. Apos este periodo, as laminas foram colocadas em agua corrente por
2min, para a retirada do excesso de corante e, posteriormente, levadas a estufa para
secagem. Por fim, foi realizada a colagem da laminula.

A andlise dos tecidos vegetais (nervura central e lamina foliar), fixados nas
laminas histologicas, foi executada em microscopio 6tico Zeiss Primo Star.

As laminas histologicas foram confeccionadas no Laboratério de Histotécnica
da Universidade de Cruz Alta — UNICRUZ, em Cruz Alta, RS.

7.3 Resultados e discusséo

De acordo com as observacdes realizadas dos tecidos foliares de
Handroanthus chrysotrichus mantidos in vivo, in vitro ou aclimatizados, pode-se
perceber que, de maneira geral, existem diferencas na organizacdo das células e
tecidos submetidos a diferentes tratamentos e ambientes de cultivo. Pode-se
verificar que os tecidos desenvolvidos em condi¢des in vivo, os quais foram isolados
de plantas provenientes de germinacdo de sementes em substrato comercial e
mantidas em estufa (Figura 21 A e B), apresentaram uma estrutura celular bem
definida, mais organizada, com células mais espessas e diferenciadas, em
comparacao aos tecidos foliares isolados de plantas provenientes da germinacgao in
vitro de sementes (Figura 21 C e D). Aléem disso, foi observada a presenca de

células de tecido de sustentacdo (esclerénquima) bem definidas na regido da
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nervura central de folhas cultivadas in vivo (Figura 21 B). Estes tipos celulares,
também foram observados nos cortes transversais dos tecidos foliares mantidos in
vitro e aclimatizados (Figura 21 E), embora neste dois ultimos, a presenca desse tipo
de tecido foi bem menos evidente. Em outro estudo, a presenca de periciclo
esclerenquimético (fibras), também, foi, igualmente, observada na unidade vascular
central de espécies do género Handroanthus, incluindo H. chrysotrichus (SILVA
et al., 2009).

Algumas modificagcbes anatbmicas sao, frequentemente, observadas em
tecidos vegetais mantidos em ambientes de cultivo diferentes. Em tecidos cultivados
in vitro, em particular, tem sido observada uma menor diferenciacdo do mesofilo,
menor espessura dos parénquimas palicadico e esponjoso, além de espacos
intercelulares menores, quando comparados aos tecidos de plantas desenvolvidas
em condicdes in vivo (DOSSEAU et al., 2008). Estes autores, indicaram, ainda, que
a diferenciag&o dos tecidos e a plasticidade na anatomia foliar s&o interessantes no
processo de absorcdo de luz e, que quanto mais espesso for o parénquima
palicadico, possivelmente, maiores serdo as taxas fotossintéticas.

A comparacédo entre as estruturas anatdbmicas de tecidos cultivados in vitro e
ex vitro, pode fornecer informacfes importantes relacionadas a compreensao de
algumas estratégias adaptativas que as plantas micropropagadas tendem a
desenvolver, uma vez que sdo submetidas a condicdes diferentes daquelas
encontradas na natureza. Muitas vezes, as mudas provenientes dos cultivos in vitro,
estdo expostas a um microambiente Unico, organizado para gerar estresse minimo,
mas em condi¢cdes favoraveis a multiplicacdo (HAZARIKA, 2006), desse modo,
podendo sofrer alteragbes morfologicas, fisiolégicas e anatbmicas durante esse
periodo (CALVETE et al., 2002).

Ja em relacdo a epiderme, nos trés casos (in vivo, in vitro e aclimatizados), foi
percebida uma camada uUnica de células, tanto na face adaxial como abaxial. Nos
tecidos desenvolvidos in vivo e in vitro, a epiderme apresentou células mais
uniformes e arredondadas que nos tecidos do material vegetal que sofreu
aclimatizacao, cujas células tem um formato mais hexagonal. Este fato pode ser
decorrente da desorganizacao celular que, provavelmente, ocorre quando os tecidos
cultivados in vitro sdo submetidos as condi¢des ex vitro, evento que, muitas vezes,
influencia na sobrevivéncia ex vitro de materiais micropropagados (DOSSEAU et al.,
2008).



161

Resultados semelhantes foram observados em Tabebuia serratifolia (Vahl)
Nicholson (ipé-do-cerrado), em estudo anatdbmico comparativo entre tecidos
cultivados in vivo, in vitro e aclimatizados, sendo verificada a presenca de epiderme
uniestratificada, constituida por células de formato arredondado nas plantas in vitro
e, hexagonal, a medida que ocorreu o processo de aclimatizacdo (DOSSEAU et al.,
2008). Em outro estudo anatébmico desenvolvido com H. chrysotrichus, também foi
constada a presenca de epiderme unisseriada (SILVA et al., 2009).

Quanto as células da nervura central, foram visualizadas células menos
uniformes nos tecidos foliares cultivados in vitro e aclimatizados, sendo estas
maiores e apresentando-se mais frouxas que as células da nervura central dos
tecidos vegetais desenvolvidos in vivo. Os tecidos vasculares, também, mostraram-
se mais definidos e organizados nos tecidos mantidos in vivo. Pesquisas indicaram
que o ineficiente desenvolvimento dos tecidos vasculares, que pode ocorrer em
plantas micropropagadas, devido a baixa transpiracdo destas nas condi¢des in vitro,
€ um dos principais problemas estruturais e anatdmicos que podem estar envolvidos
na baixa aclimatizacéo ex vitro dessas plantas (MARTINS et al., 2012). De maneira
geral, as alteracdes morfo-anatdmicas podem reduzir a capacidade de sobrevivéncia
apos a transferéncia para o ambiente ex vitro, sendo que é fundamental a avaliacao
das possiveis mudancas que podem ocorrer durante esse processo de adaptacao
(DOUSSEAU et al., 2008).

Estes aspectos foram observados no presente estudo com H. chrysotrichus,
apesar de os materiais vegetais utilizados para confec¢cdo das laminas anatbmicas
nao possuirem a mesma idade, caracteristica importante para se poder realizar uma
analise comparativa mais precisa quanto a anatomia dos tecidos foliares, foi
observado que existem diferencas anatdbmicas e estruturais marcantes em relacéo
ao modo de cultivo a que as plantas sdo submetidas. Esta relacéo fica evidente ao
se comparar, por exemplo, o tecido vascular dos tecidos mantidos in vivo (Figura 21
A) com o tecido vascular, quase inexistente e desorganizado, visto no corte

realizado do tecido cultivado in vitro por mais de 120 dias (Figura 21 F).
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Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivados in vivo
, in vitro ou aclimatizado. A) Aspecto geral da nervura central dos tecidos foliares de
plantas germinadas in vivo (~90 dias); B) Em detalhe a nervura central dos tecidos
foliares de plantas germinadas in vivo; C) Aspecto geral da nervura central de
plantas germinadas in vitro (~60 dias); D) Em detalhe nervura central de plantas
germinadas in vitro; E) Aspecto geral da nervura dos tecidos foliares de plantas
aclimatizadas (~40 dias); F) Aspecto geral da nervura central de brotagbes
cultivadas in vitro (~120 dias). Barra em A; C, E corresponde a 10um e em B, D, F a
40pum. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.
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Em relacdo aos diferentes tratamentos in vitro a que foram submetidas as
brotacbes de H. chrysotrichus, mais especificamente, aos tratamentos de
multiplicacdo e enraizamento, 0os quais contaram com a presenca de fitorreguladores
acrescidos ao meio nutritivo, observou-se uma organizacédo estrutural diferenciada
entre estes. Da mesma maneira, pode-se, também, perceber esta diferenciacdo
entre os tecidos das folhas que apenas foram cultivadas in vitro em meio nutritivo
WPM ou Y2WPM. De modo geral, nos tecidos advindos dos ensaios com as
citocininas e auxinas, houve a formacao de células de tamanhos irregulares e com
pouca diferenciacdo (Figura 22 A e B). Entretanto, essas caracteristicas foram
visualizadas, também, no material mantido in vitro a mais de 120 dias e que néo foi
cultivado na presenca de fitorreguladores (Figura 22 C). Por outro lado, os tecidos
desenvolvidos em meio nutritivo 2WPM durante, aproximadamente, 60 dias de
cultivo in vitro apresentaram uma estrutura celular mais organizada e diferenciada
(Figura 22 D), podendo-se identificar a presenga de uma camada de parénquima
palicadico na face adaxial logo abaixo da epiderme, ocorréncia que nédo foi
visualizada nas situacdes a pouco citadas. No entanto, essas caracteristicas ficam
mais evidentes na lamina foliar do material aclimatizado, que apresentou células
mais alongadas e justapostas (Figura 22 E e F). Resultado este bastante
interessante, indicando que, possivelmente, durante este periodo de rustificacédo, os
tecidos de H. chrysotrichus, que foram desenvolvidos in vitro, estdo conseguindo se
reestruturar e se adaptar as novas condi¢cdes impostas. A ocorréncia de células
palicadicas mais alongadas é uma caracteristica que constitui um padréo classico de
resposta e de adaptacdo das plantas a alta intensidade luminosa, evidenciando a
plasticidade adaptativa dos tecidos vegetais ao novo ambiente (LEE et al., 2000).

Além dos aspectos j& mencionados, foi verificada a presenca de tricomas
glandulares sob a epiderme dos tecidos foliares cultivados in vitro e aclimatizados da
de H. chrysotrichus (Figura 22 C e E). De maneira similar, em estudo anatémico
realizado com Tabebuia serratifolia (ipé-do-cerrado), foram observados tricomas ao
longo da nervura (DOSSEAU et al., 2008). Da mesma maneira, a presenca de
tricomas, com formas variadas ocorrendo em toda a lamina foliar, foi relata em varias
espécies do género Handroanthus, incluindo-se H. chrysotrichus (SILVA et al.,
2009). Em estudo com Tabebuia avellanedae Lor. Ex Griseb (ipé-roxo) e Tabebuia

chrysotricha (Mart. ex Dc.) Standl. (ipé-amarelo), em que foram analisadas a
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morfologia e a anatomia de plantulas, foi verificada a presenca de tricomas tectores
e glandulares nos cotilédones e folhas dessas espécies (SOUZA; OLIVEIRA, 2004).

Epiderme
unisseriada

i [ 4
Tricoma
glandular

Figura 22 - Secc¢bes transversais da l|amina foliar dos tecidos foliares de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos (ipé-amarelo), cultivados in vitro
ou aclimatizados. A) Laminas foliares de tecidos provenientes dos ensaios de
multiplicacdo in vitro, ap0s 40 dias de cultivo; B) Lamina foliar de tecidos
provenientes dos ensaios de enraizamento in vitro, apés 40 dias de cultivo; C)
Lamina foliar de tecidos cultivados em meio nutritivo WPM, ap6s 120 dias de cultivo
in vitro; D) Lamina foliar de tecidos cultivados em meio nutritvo WPM, cuja
concentracdo de sais foi reduzida a metade (2WPM), ap6s 60 dias de cultivo
in vitro; E) Lamina foliar e presenca de tricoma glandular em tecidos aclimatizados
ex vitro, apds 40 dias; F) Lamina foliar de tecidos aclimatizados ex vitro, apds 40
dias. Barra=40um. Santa Maria, RS, UFSM, 2013/2014.
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7.4 Conclusdes

Ha diferencas anatdbmicas nos tecidos cultivados in vivo, in vitro ou
aclimatizados de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos.

Tecidos foliares de Handroanthus chrysotrichus desenvolvidos in vivo
apresentam estrutura anatbmica mais organizada e diferenciada que tecidos

cultivados em condic¢des in vitro ou aclimatizados.






CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi possivel obter informacdes relevantes sobre a
micropropagacao e a anatomia foliar de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.)
J. Mattos, tendo-se em vista que muitos dos resultados observados séo inéditos
para esta espécie. Além disso, de modo geral, estes resultados podem contribuir
com o incremento de informacdes relativas as espécies florestais nativas do Brasil.

No que diz respeito a micropropagacdo de Handroanthus chrysotrichus foram
obtidas médias elevadas para as taxas de multiplicacdo in vitro, especialmente,
aquelas estimadas considerando-se a formacao in vitro de gemas, as quais podem
estar associadas a ocorréncia de variacbes somaclonais em subcultivos de H.
chrysotrichus. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados visando explorar,
de modo mais preciso, a provavel ocorréncia destas variantes nas plantas
micropropagadas da espécie em questao.

Em relacdo aos aspectos ligados a senescéncia foliar, foi observado que a
espécie apresenta um comportamento bastante promissor quanto a duracdo do
periodo de cultivo in vitro em um mesmo meio nutritivo, sendo obtidas elevadas
médias de sobrevivéncia e regeneracdo in vitro até pelo menos 100 dias de cultivo.
Adicionalmente, mais de 40% das brota¢cdes mantiveram-se vivas apés 180 dias de
cultivo in vitro e com taxas de regeneracao estaveis.

Handroanthus crysotrichus também apresentou elevado potencial durante a
fase de enraizamento in vitro, sendo atingida uma meédia superior a 50% de
brotacdes enraizadas, resultado bastante promissor para uma espécie lenhosa.
Entretanto, mais estudos devem ser executados visando otimizar as porcentagens
de rizogénese in vitro, bem como estudos direcionados a buscar melhorias no
desenvolvimento qualitativo do sistema radicular formado nas condigdes in vitro.
Aliado a isso, recomendam-se estudos adicionais quanto a aclimatizagdo ex vitro do
material vegetal micropropagado, tendo em vista que esta fase néo foi superada de
maneira satisfatdria, no presente estudo, com esta espécie.

E por fim, os estudos de anatomia foliar forneceram informagdes importantes,
que indicam a ocorréncia de diferencas anatdbmicas entre os tecidos vegetais de

Handroanthus chrysotrichus, cultivados em diferentes ambientes (in vivo, in vitro ou
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aclimatizado). Este estudo teve um carater mais exploratério, haja vista que séo
poucos os relatos referentes a estes aspectos para a presente espécie. Contudo,
sugerem-se que mais pesquisas, aliando os estudos de anatomia vegetal e a
micropropagacao, sejam realizados objetivando obter informacdes mais precisas a

esse respeito.
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