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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

SEMENTES E MINIESTAQUIA EM Nectandra megapotamica
(Spreng.) Mez. E SEMENTES E MICROPROPACAO EM

Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC.) J. MATTOS
AUTOR: SILVIA MACHADO DOS SANTOS RABAIOLLI
ORIENTADORA: LIA REJANE SILVEIRA REINIGER
Santa Maria, 22 de dezembro de 2014.

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. e Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.)
J. Mattos séo espécies florestais nativas brasileiras que possuem grande importancia
econdmica, ecoldgica, silvicultural e ornamental. No entanto, em N. megapotamica
ocorre perda da viabilidade de suas sementes ap0s a coleta, e em H. chrysotrichus
geralmente o poder germinativo das sementes decresce acentuadamente apos o
armazenamento. Em decorréncia disso, sdo necessarios estudos que permitam
conhecer melhor as caracteristicas dessas espécies, para obtencdo de mudas de boa
qualidade, com condi¢cBes de resistir a condi¢cdes adversas, sobreviver e crescer em um
nivel compativel com o economicamente esperado. Desta maneira, 0 objetivo geral do
presente estudo foi avaliar metodologias que possam contribuir para a propagacgao
vegetativa de N. megapotamica e H. chrysotrichus. Para N. megapotamica foram
avaliados aspectos da qualidade fisica, fisiologica e sanitaria de um lote de sementes,
avaliando diferentes meios de cultivo, além de analisar a rizogénese ex vitro de
brotacdes de N. megapotamica expostas a diferentes concentracbes de AIB, por meio
da técnica de miniestaquia. Em H. chrysotrichus foram conduzidos testes de qualidade
fisiolégica e sanitaria de sementes de dois lotes diferentes, armazenadas em
refrigerador, em dois periodos distintos. Para a multiplicacdo, foram testados diferentes
antioxidantes (Polivinilpirrolidona ou carvao ativado) no controle da oxidacéo fendlica em
segmentos nodais. Para a rizogénese in vitro, brotacdes micropropagadas foram
submetidas a tratamentos em que foram testados meios nutritivos com vermiculita, na
presenca ou auséncia de agar, bem como a aclimatizacdo ex vitro das mudas
produzidas. Os resultados obtidos indicaram que as sementes de N. megapotamica
possuem variagbes quanto aos aspectos biométricos, alto grau de umidade e
associagdo com microrganismos. Para a rizogénese em brotagfes via miniestaquia, foi
possivel promover o enraizamento das miniestacas submetidas a imersdo em solucéo
contendo 1000 mg L de AIB, aos 60 dias em casa de vegetacdo, no entanto esse
periodo de avaliacdo nao foi suficiente e estudos adicionais devem ser realizados. Ja
para H. chrysotrichus observou-se que as sementes apresentam diferengcas na sua
qualidade fisiologica e sanitaria, e perdem a sua viabilidade apds armazenamento em
refrigerador. O antioxidante carvdo ativado mostrou-se mais eficiente em promover o
controle da oxidagdo fendlica em segmentos nodais de H. chrysotrichus. O
enraizamento in vitro das brotacdes foi bem-sucedido em meio %2WPM, com vermiculita,
na auséncia de agar e as mudas apresentaram bom desempenho durante a
aclimatizagao.

Palavras-chave: Canela-preta. Ipé-amarelo. Propagacdo vegetativa. Rizogénese.
Aclimatizacao.
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Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. and Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC.) J. Mattos are Brazilian native species that have great economic importance,
ecological, silvicultural and ornamental. However, there is loss of viability of the
seeds after collection, and usually the germination decreases sharply after storage.
As a result, studies are needed that allow better understand the nature of these
species, to obtain good quality seedlings, with conditions to resist adverse conditions,
survive and grow at a level compatible with the expected economically. Thus, the
general objective of this study was to evaluate methodologies that can contribute to
the propagation of N. megapotamica and H. chrysotrichus. In N. megapotamica were
evaluated the physical, physiological and sanitary quality of a seed lot, assessing
different culture media, and analyzing the ex vitro rooting of shoots of N.
megapotamica exposed to different concentrations of IBA, through minicutting. In H.
chrysotrichus were conducted in physiological and health quality tests from two
different seed lots, stored in a refrigerator at different ages. For multiplication,
different antioxidants were tested (Polyvinylpyrrolidone — PVP and activated
charcoal) in the control of phenolic oxidation in nodal segments. For rooting in vitro
micropropagated shoots were subjected to treatments which have been tested in
media containing vermiculite in the presence or absence of agar, and the
acclimatization of the plants produced. The results indicated that the seeds of N.
megapotamica showed variations as biometric aspects, high humidity and
association with microorganisms. For rooting, it was possible to promote the rooting
of cuttings in solution of 1000 mg L IBA, 60 days in a greenhouse, however this
evaluation was not enough and additional studies will be conducted. As for H.
chrysotrichus was observed that the seeds differ in their physiological and sanitary
guality, and lose their viability after storage in a refrigerator. The antioxidant activated
charcoal was more effective on the control of phenolic oxidation in nodal segments of
H. chrysotrichus. The medium 2WPM with vermiculite, in the absence of agar
favored the in vitro rooting of shoots and seedlings performed well during
acclimatization.

Keywords: Canela-preta. Ipé-amarelo. Vegetative propagation. Rhizogenesis.
Acclimatization.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 —

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

LISTA DE FIGURAS

Aspecto do fuste, folhas e frutos caracteristicos da espécie Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez. Santa Maria, RS, UFSM, 2014............... 18

Aspecto do fuste, folhas, flores, frutos e sementes caracteristicos da
espécie Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos. Santa
Maria, RS, UFSM, 2014 ... 20

Representacdo do mapa com as areas de coleta de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. Santa Maria, RS, UFSM,
12 0 SRRSO 30

Distribuicdo da frequéncia relativa (Fr) do comprimento, largura e
espessura de um lote sementes de Nectandra megapotamica
(Spreng.) Mez. da producdo de 2014, avaliado em fevereiro do
mesmo ano. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ...........iviiiiiiiieeieeeein, 39

Sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. avaliadas no
teste de sanidade pelo método do ‘blotter test'. Em A) aspecto geral
das sementes com contaminacdo fungica; em B) semente com
contaminacdo fungica onde pode ser observado o género Fusarium
sp., em cor clara. Barra =1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ............ 42

Aspectos das brotagcbes obtidas pela germinagdo in vitro de
sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.: A) plantula
obtida em meio nutritivo MS, aos 20 dias de cultivo; B) e C) brotacéo
obtida pela germinacéo in vitro aos 45 dias de cultivo. Barra =1 cm.
Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ..., 46

Miniestaquia em Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez., em
funcdo das concentracdes de solucbes a base de acido 3-
indolbutirico — AIB em que foram imersas por 10s, ao longo de 60
dias de avaliacbes. A) Sobrevivéncia média (%); B) Formacao de
raizes (%); C) Numero de raizes; e D) Formacéao de calos (%). Santa
Maria, RS, UFSM, 2014, .......cooiiiiiiiiieee et 48

Numero meédio de folhas formadas em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, em funcédo da
interacdo entre os diferentes antioxidantes (polivinilpirrolidona ou
carvao ativado) e o periodo de avaliacdo (7, 14, 21 ou 28 dias),
independentemente da idade dos explantes (30 ou 60 dias). Santa
Maria, RS, UFSM, 2014 .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieiineennnenennsnenneennneennnnnnnnne 67

Porcentagem meédia de oxidacao fenolica em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, em funcédo da
interacdo entre os diferentes antioxidantes (polivinilpirrolidona ou
carvao ativado) e o periodo de avaliacdo (7, 14, 21 ou 28 dias). Santa
Maria, RS, UFSM, 2014 ...t 69



Figura 10 - A) Brotag¢des de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos
(ipé-amarelo), aos 28 dias de cultivo in vitro, em meio nutritivo
.WPM e adicédo de 1 gL de carvdo ativado apresentando sinais de
clorose e pouco desenvolvimento in vitro; B) Explante com aspecto
clorgtico. Barra=1cm. Barra=1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2014......... 69

Figura 11 - Rizogénese in vitro em brotacdes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos, apos 30 dias de cultivo in vitro. A) Formagéao
de raizes em brotacdo subcultivada in vitro em meio nutritivo 2WPM,
acrescido de vermiculita e 7 g L 4gar; B) Formacéo de raizes em
brotacdo subcultivada in vitro em meio nutritivo 2WPM, acrescido de
vermiculita e 3,5 gL 4gar; e C) Formacdo de raizes em brotacdo
subcultivada in vitro em meio nutritivo “»WPM, acrescido de
vermiculita na auséncia de agar. Barra=1cm. Barra=1lcm. Santa
Maria, RS, UFSM, 2014. .......o i 74

Figura 12 - Rizogénese in vitro em brotagdes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos, apoés 30 dias de cultivo in vitro. A) Formacéao
de raizes em brotacdo subcultivada in vitro em meio nutritivo 2WPM,
acrescido de vermiculita e 7 g L 4gar; B) Formagédo de raizes em
brotag&o subcultivada in vitro em meio nutritivo ¥2WPM, acrescido de
vermiculita e 3,5 gL &gar; e C) Formacdo de raizes em brotacdo
subcultivada in vitro em meio nutritivo *»WPM, acrescido de
vermiculita na auséncia de agar. Barra=1cm. Santa Maria, RS, UFSM,
2004 e e e e 79



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

LISTA DE TABELAS

Comprimento, largura e espessura (mm) de um lote de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. da producdo de 2014,
avaliado em fevereiro do mesmo ano. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. .38

Porcentagem meédia de incidéncia dos géneros fungicos identificados
no lote de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. da
producdo de 2014, avaliadas no teste de sanidade pelo método do
‘blotter test' em fevereiro do mesmo ano. Santa Maria, RS, UFSM,
12 0 SRRSO 41

Médias de porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. de um lote da producgéo de
2014, apds 45 dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ..45

Médias de formacdo de raizes (%) em miniestacas de Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez., em fun¢édo do periodo de avaliacéo,
independentemente da concentracdo de &cido indolbutirico - AIB (O;
1000; 2000 ou 4000 mg L?). Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ................ 48

Porcentagem meédia de incidéncia dos géneros fungicos identificados
nas sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos, avaliadas no teste de sanidade, em funcdo da interacdo entre
os dois periodos de armazenamento e os lotes 2011 ou 2013. UFSM,
Santa Maria, RS. 2014. ... 59

Médias de porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacao (IVG) de sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart.
ex DC.) J. Mattos, de dois lotes distintos, em dois periodos de
armazenamento em refrigerador. UFSM, Santa Maria, RS. 2014.......... 64

Sobrevivéncia média (%) de segmentos nodais de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos, aos 28 dias de cultivo, em
meio nutritivo WPM cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), em funcado dos diferentes antioxidantes (polivinilpirrolidona
ou carvao ativado), independentemente do periodo de avaliacdo e
idade dos explantes. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ..........cc.coccevvnnnnn.n. 66

Oxidacdo fendlica (%) de segmentos nodais de Handroanthus
chrysotrichus (Mart ex DC.) J. Mattos, aos 28 dias de cultivo, em
meio nutritivo WPM cuja concentracédo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), em funcdo da interacdo entre antioxidantes
(polivinilpirrolidona, carvédo ativado ou acido ascorbico) e idade dos
explantes (30 ou 60 dias). Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ................... 71

Oxidacdo fendlica (%) de segmentos nodais de Handroanthus
chrysotrichus (Mart ex DC.) J. Mattos, aos 28 dias de cultivo, em
meio nutritivo WPM cuja concentragéo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), em funcdo da interacdo entre antioxidantes
(polivinilpirrolidona ou carvado ativado) e idade dos explantes (30 ou
60 dias).Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ..o 73



Tabela 10 - Médias de porcentagem de sobrevivéncia, niamero de folhas e
porcentagem de clorose foliar em mudas de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos, 7 dias apdés a retirada da
cobertura dos recipientes e 14 dias de aclimatizacéo ex vitro em sala
de crescimento. Santa Maria, RS, UFSM, 2014............cccceeeiiiiiieieeeenn. 76

Tabela 11 - Numero de folhas em brotagcbes de Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) J. Mattos, aos 28 dias de aclimatizacdo em casa de
vegetacdo, em fungcdo das concentracbes de agar acrescidas ao
meio, combinadas com 3,8 g de vermiculita provenientes do ensaio
de rizogénese in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2014. ............ccccovvvnnnn. 77



SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt e e eaennanes 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooviieeceecee ettt 18
2.1 DESCIIGAO UAS ESPECIES .uuuuuiiieeeiiieeettiee e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaa s 18
2.1.1 Nectandra megapotamica (SPreng.) Mez...........uuuceeiiiiiiiiiieiiiiiieee e 18
2.1.2 Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos............cceivieeeeiieeeiinnnnnnn. 20
2.2 Qualidade e SEMENTES .....iiiiiiiiie et e e e e e e e e eab e eeens 21
2.3 Propagacdo vegetativa em espécies florestais ...........cccceeeeeee, 25
S CAPITULOD L. 29
QUALIDADE DE SEMENTES E MINIESTAQUIA EM Nectandra megapotamica
(SPIrENG.) MEZ. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e a 29
3.1 ODJELIVO GEIAI ..uenieeeeeeeeee e 29
3.2 ODbjetivoS ESPECITICOS .ovuuuiiiiiii i 29
3.3 Material @ MELOUOS ....cccceeeeeeeeeee e 30
3.3.1 Determinacdo do grau de umidade do lote de sementes de Nectandra
megapotamica (SPreng.) MEZ. ... e 29
3.3.2 Aspecto biométrico do lote de sementes de Nectandra megapotamica
(SPrENG.) MEZ......ceeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 37
3.3.3 Qualidade sanitaria do lote de sementes de Nectandra megapotamica
(SPrENGQ.) IMEZ......eeeeeeee et e e e e e e et e e e e e e e e e 32
3.3.4 Germinacéo in vitro de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.)
1YL PP UPPPTRPIN 33
3.3.5 Miniestaquia - Enraizamento de miniestacas de Nectandra megapotamica
(Spreng.) Mez. em funcéo da concentracéo de Acido 3-Indolbutirico (AIB).............. 35
3.4 ReSUItAd0S € diSCUSSOES...uiiiieeeieieeiiiiie e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeennnnn s 36
3.4.1 Determinagdo do grau de umidade do lote de sementes de Nectandra
megapotamiCa (SPreng.) MEZ. ....... i i 36
3.4.2 Aspecto biométrico do lote de sementes de Nectandra megapotamica
(SPIENG.) MEZ.....e et e e e e 37
3.4.3 Qualidade sanitaria do lote de sementes de Nectandra megapotamica
(SPIENG.) IMBZ... . 41
3.4.4 Germinagéao in vitro de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.)
1Y =2 44
3.4.5 Miniestaquia — Efeito da concentracdo de Acido 3-Indol Butirico (AIB) sobre
0 enraizamento de miniestacas de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. ......... 47
G 00 ] o o 11 S0 1= TP 51

A CAPITULO 2. e 52



QUALIDADE DE SEMENTES, MICROPROPAGACAO E ACLIMATIZACAO EX

VITRO EM Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC) J. MATTOS ................. 52
4.1 ODJELIVO GEIAI .coiiiiiiiiiiiiee e 52
4.2 ODjetivVoS @SPECITICOS . ...uuiiiiiiiiie e 52
4.3 Material @ METOUOS ....coiiiiiiiiiiiiiee e 53
4.3.1 Andlise da qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento........... 53
4.3.2 Analise da qualidade fisiol6gica de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento........... 54

4.3.3 Efeito de antioxidantes no controle da oxidag&o fendlica no estabelecimento
in vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.

1Yo (01 PP PPPTRPI 55
4.3.4 Efeito do agar na rizogénese in vitro de brotacdes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. eX DC.) J. MAtOS .......ccooeieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
4.3.5 Aclimatizagdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. eX DC.) J. MAOS .......ccooeeiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
4.3.6 ANALISES ESTALISHICAS ....iiivveiiiii et e e e e e e e e e e e eeaas 57
4.4 ResUltad0s € AISCUSSOES.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee et 58
4.4.1 Andlise da qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento........... 58
4.4.2 Analise da qualidade fisiolégica de dois lotes de sementes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento........... 63

4.4.3 Efeito de antioxidantes no controle da oxidacéo fendlica no estabelecimento
in vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.

1Yo (01 PP PPPTRP 65
4.4.4 Efeito do agar na rizogénese in vitro de brotacdes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. eX DC.) J. MAtOS .......ccooeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 72
4.45 Aclimatizagdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. MAtOS .......ccooeeiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
N 0] ¢ o] [ UK=Y o L= PP 79
CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS......ccoeieieeeeeeeeeeeee e, 82

REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS ...ooooie oottt 84



INTRODUCAO

A perda da biodiversidade na Terra tem consequéncias sobre a qualidade de
vida das pessoas e sobre a economia mundial. Cerca de 40% dos farmacos
prescritos em todo o mundo possuem ingredientes ativos que sao extraidos ou
originados de plantas e animais (BEGON, 2007). Desde o periodo colonial brasileiro,
a Mata Atlantica sofre um intenso processo de destruicdo pela utilizagéo irracional
dos recursos, sendo que os principais ciclos econémicos, desde a exploracdo do
pau-brasil, a mineracdo do ouro, a criacdo de gado, as plantacdes de cana-de-
acucar e café, a exportacdo de produtos madeireiros e ndo madeireiros foram, aos
poucos, reduzindo e fragmentando as florestas naturais (CAMPANILI; SCHAFFER,
2010). Em decorréncia disso, as populacbes e fragmentos florestais restantes
perdem qualidade genética — pela perda de genes e alelos, aumento da
homozigosidade e da depressdo por endogamia, a qual tém consequéncias na
reducdo da qualidade fisioldgica, fisica e sanitaria das sementes produzidas.

Nesse contexto, a perda da viabilidade das sementes pouco tempo apds sua
coleta, é frequentemente observada em muitas espécies nativas, como em
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (canela-preta). Em Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo) o curto periodo de viabilidade
das sementes durante o armazenamento e sua floracdo anual sdo, também, fatores
gue podem dificultar a producdo de mudas desta espécie. Em vista disso, inUmeros
trabalhos com espécies florestais nativas vém sendo desenvolvidos, com a
finalidade de solucionar o entrave relacionado a propagacao pela via seminal e
produzir mudas adaptadas ao ambiente e de alta qualidade para repor 0S recursos
perdidos. Neste sentido, a utilizacdo de técnicas de propagacdo vegetativa permite
um aumento na produtividade de mudas, mantendo as caracteristicas favoraveis dos
individuos selecionados (XAVIER et al., 2009).

Para Nectandra megapotamica nao foram observados relatos na literatura de
estudos relacionados ao melhoramento genético e producdo de mudas de
qualidade. Em relacdo a Handroanthus chrysotrichus, por outro lado, ja foram
realizados, pelo nosso Grupo de Pesquisa, diversos ensaios, sendo obtidas
informacdes relevantes relacionadas ao estabelecimento, multiplicacdo e rizogénese

in vitro, bem como a anatomia foliar dessa espécie (PAIM, 2011; PAIM, 2014).
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Entretanto, devem ser realizados estudos complementares visando otimizar 0s
resultados obtidos. Considerado o exposto, o presente trabalho, realizado com
essas duas espécies florestais, esta organizado em dois capitulos, divididos de
acordo com a espécie estudada, a saber:

- No capitulo I, foi avaliada a qualidade de sementes de Nectandra
megapotamica e a germinacdo in vitro em diferentes substratos. Adicionalmente,
devido as dificuldades em obter resultados referentes a micropropagacdo dessa
espécie, foi conduzido um ensaio referente a rizogénese ex vitro de brotacdes,
utilizando-se a técnica de miniestaquia.

- No capitulo I, foram avaliadas a qualidade fisiol6gica e sanitaria de dois
lotes de sementes de Handroanthus chrysotrichus, submetidas a dois periodos de
armazenamento. Igualmente, foi testado o efeito de diferentes antioxidantes sobre a
oxidacdo fendlica de segmentos nodais, com duas idades, cultivados in vitro.
Também foi testado o efeito de diferentes concentracdes de agar sobre a rizogénese
in vitro de plantas de H. chrysotrichus, assim como a posterior aclimatizacdo das

mudas obtidas em casa de vegetacéao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descricdo das espécies

2.1.1 Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.

Integrante da familia Lauraceae, Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez., é
conhecida popularmente como canela-preta, canela-imbuia ou canela fedorenta. E
uma espécie arbdrea, nativa da Floresta Atlantica (Floresta Ombrdéfila Densa),
Floresta Ombrdfila Mista e Floresta Estacional Semidecidua e Decidua, de
ocorréncia natural nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste (MARCHIORI, 1997) do

Brasil.

s &

Figura 1 — Aspecto do fuste, folhas e frutos caracteristicos da espécie Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.
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E classificada como uma espécie do grupo sucessional secundario
(LORENZI, 2008), inicial ou tardio, segundo diferentes autores. A canela-preta é
uma arvore perenefoliada de grande porte, que pode atingir de 15 a 30 m de altura e
40 a 80 cm de diametro a altura do peito, com tronco, geralmente, um pouco
tortuoso. A casca, de cor escura com escamas, desprende-se em placas deixando
cicatrizes muito caracteristicas. Apresenta folhas alternas, simples, glabras, medindo
de 7 a 15 cm de comprimento por 2 a 4 cm de largura, sem domacias e com cheiro
forte. As flores aparecem nos meses de agosto a outubro e o amadurecimento dos
frutos ocorre de janeiro até abril (MARCHIORI, 1997; REITZ et al., 1989), ocorrendo
dispersdo ornitécora. Os frutos sdo do tipo drupa monospérmica escura, forma
ovoide, superficie lisa com finas pontuacdes areoladas de cor amarelo-creme
(KUNIYOSHI, 1983) (Figura 1). A semente tem endocarpo oblongo-ovéide, cor
castanha com superficie finamente pulvurulenta (KUNIYOSHI, 1983). Pode
apresentar até 3,5 mil sementes por quilograma.

Ratificando sugestfes anteriores, de que a viabilidade das sementes apos a
colheita é inferior a 90 dias (LORENZI, 2008), estudo realizado posteriormente
concluiu que a espécie apresenta caracteristicas recalcitrantes (HIRANO, 2004),
corroborando resultados obtidos por Carvalho (1994), Carvalho (2000) e Carvalho
(2003). Em decorréncia dessa caracteristica de recalcitrancia, a conservacdo em
camara fria e umida foi superior aquela efetuada em refrigerador e em ambiente
natural. Enquanto na camara fria a viabilidade se manteve até os 216 dias, em
ambiente natural e refrigerador, se perdeu a partir dos 31 dias (HIRANO, 2004).

A madeira € moderadamente pesada e de facil trabalhabilidade, adequada
para construcdo civil, esquadrias e tabuas em geral (LORENZI, 1998). Por suas
excelentes caracteristicas xilotecnolédgicas, poderia ter variadas aplicacdes, no
entanto, essa madeira tem sido desprezada devido ao odor desagradavel, que pode
retornar quando exposta a locais umidos (REITZ et al., 1989).

A espécie é utilizada na medicina tradicional por apresentar finalidades
terapéuticas, tais como analgésica, antireumatica e antiinflamatéria (GARCEZ et al.,
2009). Além disso, os 0leos essenciais da espécie indicam potencial farmacologico,
pois possuem atividade microbiana contra Staphylococcus aureus, atividade
antiinflamatéria e antitumoral (APEL et al.,, 2006). Adicionalmente, ligninas,
fenilpropandides e alcaloides foram relatados como componentes de Nectandra

megapotamica, alguns dos quais tém atividade contra Trypanosoma cruzi, 0 agente


http://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_etiol%C3%B3gico
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etiolégico da doenca de Chagas (FILHO et al., 2008). Consideradas as propriedades
mencionadas, a espécie tém grande importancia econdmica, justificando a

realizacdo de estudos relacionados a sua propagacao.

2.1.2 Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos € uma espécie arborea
integrante da familia Bignoniaceae, conhecida popularmente como ipé-amarelo, ipé-
amarelo cascudo, ipé-do-morro, entre outros. Ocorre naturalmente do Nordeste ao
Sul do Brasil. E uma planta decidua, heli6fita, caracteristica de formacdes abertas da
floresta pluvial do alto da encosta atlantica (CARVALHO, 2006; LORENZI, 2008).

Figura 2 - Aspecto do fuste, folhas, flores, frutos e sementes caracteristicos da
espécie Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos. Santa Maria, RS,
UFSM, 2014.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_etiol%C3%B3gico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_de_Chagas
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A espécie pode atingir uma altura entre 4 e 10 m. E considerada caducifélia,
floresce no periodo de julho a outubro e os frutos amadurecem entre 0os meses de
outubro a dezembro (LORENZI, 2008) (Figura 2).

A exuberancia durante o florescimento faz com que a espécie seja utilizada
na arborizagdo de ruas, pragas, parques e avenidas (LORENZI, 2008); por sua
beleza, é considerada a flor-simbolo do Brasil (RIZZINI, 1971). Além disso,
apresenta madeira moderadamente pesada, de grande durabilidade, sendo usada
amplamente na construcdo civil, carpintaria, marcenaria, laminacdo e industria
moveleira, produzindo, também, corante para tingir seda e algodao. Adicionalmente,
a espécie é recomendada para projetos de recuperacdo de areas degradadas, de
matas ciliares e demais areas de preservacdo permanente e reflorestamentos com
finalidades comerciais (CARVALHO, 2006; LORENZI, 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

As caracteristicas ecoldgicas da espécie tornam seu estudo importante devido
ao seu amplo aproveitamento econdmico, ornamental e medicinal, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, as espécies desse género produzem grande
guantidade de sementes (LORENZI, 2008), porém, podem perder a viabilidade
durante o armazenamento, apresentando problemas de germinacdo e conservagao
(OLIVEIRA et al., 2005). Igualmente, hd anos em que ocorre pouca producdo de
sementes (SOUZA et al., 2005).

Levando-se em conta essas limitacdes, justificam-se estudos adicionais sobre
a espécie, incluindo-se alternativas de multiplicacdo in vitro para a obtencdo de
mudas de alta qualidade.

2.2 Qualidade de sementes

A semente deve apresentar caracteristicas que propiciem a qualidade do
produto final, que € a producdo de mudas fortes e saudaveis. Uma semente de boa
qualidade € essencial para tornar mais eficientes processos, como o0
armazenamento, possibilitando maior adaptacdo as condi¢cdes de clima e solo na
producdo de mudas com caracteristicas superiores. A qualidade da semente esta
relacionada a sua natureza genética, fisica, fisiolégica e sanitaria, e é fundamental

para qualquer programa de producdo de mudas voltado tanto para plantios
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comerciais, como para restauracdo de &reas degradadas e conservacdo dos
recursos genéticos (OLIVEIRA, 2012).

Para tanto, é fundamental que as sementes sejam submetidas a um estudo
de suas qualidades apds a coleta e beneficiamento, possibilitando um maior
conhecimento do potencial de desenvolvimento das futuras mudas (MEDEIROS;
NOGUEIRA, 2006; OLIVEIRA, 2012). Varios testes podem ser utilizados para
analisar a qualidade de sementes, os quais devem ser baseados em técnicas
padronizadas pelas Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009) e
pelas Instru¢cBes para Analise de Sementes de Espécies Florestais (BRASIL, 2013).

A qualidade fisiolégica das sementes engloba atributos como germinacao,
vigor, longevidade, entre outros, 0s quais indicam sua capacidade de desempenhar
funcdes vitais. O teste de germinacdo fornece dados que expressam a qualidade
fisiolégica de um determinado lote de sementes para fins de semeadura ou
armazenamento, e permite, também, estabelecer comparacao entre diferentes lotes,
bem como, as condicbes adequadas em diferentes periodos de armazenamento
(FIGLIOLIA, 1995; OLIVEIRA, 2012). O indice de velocidade de germinacédo (IVG)
determina o vigor relativo do lote, avaliando a velocidade de germinagdo de
sementes no teste de germinacdo (NAKAGAWA, 1994), ou seja, lotes que
apresentam maior velocidade de germinagdo de sementes Sao mais vigorosos, pois
existe uma relacéo direta entre a velocidade de germinacéo e o vigor de sementes
(MAGUIRE, 1962).

O desempenho fisiolégico das sementes durante o armazenamento € um dos
principais aspectos determinantes de seu éxito (HONG et al., 1996), haja vista que,
sementes de diferentes espécies exigem condigcbes especiais para a sua
conservagao. Em uma classificacdo inicial, as sementes foram divididas em dois
grupos em relacdo a tolerancia a secagem e a temperaturas baixas: sementes
ortodoxas e recalcitrantes (ROBERTS, 1973). Aquelas consideradas ortodoxas,
toleram a secagem a baixos niveis de umidade e temperaturas no armazenamento,
podendo ser secas até cerca de 5% de umidade, acondicionadas em embalagem
hermética e submetidas a temperatura de -180°C, 0 que permite a conservagcao da
sua viabilidade por longo prazo (IBPGR - International Board for Plant Genetic
Resources, citado pela FAO, 1993). J4 as sementes recalcitrantes ndo sobrevivem a
secagem a baixos niveis de umidade e ndo podem ser armazenadas por longo

prazo (ROBERTS, 1973). Um comportamento intermediario entre essas duas
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classes de sementes foi, posteriormente, proposto (ELLIS et al.,1990), e essas
sementes, denominadas intermediarias, toleram a desidratacdo somente até o teor
de agua entre 7% e 10% e nao toleram temperaturas baixas por periodo prolongado.

Adicionalmente, outra classificacdo (BONNER, 1990) foi elaborada
especialmente para as sementes florestais, a qual incluiu uma subdivisdo nos dois
grupos iniciais, a seguir descrita: 1) ortodoxas verdadeiras: sementes que toleram a
secagem abaixo de 10% de umidade e, quando submetidas a temperaturas abaixo
de zero, podem ser armazenadas por periodos relativamente longos, ou seja,
durante 50 anos ou mais. Como exemplos desta classe podem ser citadas espécies
temperadas como aquelas dos géneros Abies, Larix, e Pinus, dentre outras, e
espécies tropicais, como aquelas dos géneros Acacia, Eucalyptus e Casuarina,
dentre outras; 2) sub-ortodoxas: sdo sementes que podem ser armazenadas sob as
mesmas condi¢cdes que aquelas do grupo anterior, mas, no maximo, por seis anos.
Sao observadas, neste grupo, sementes com alto nivel de lipidios, como aquelas de
Juglans nigra e sementes pequenas com tegumento fino, como aquelas das
espécies dos géneros Salix e Populus; 3) temperadas recalcitrantes: sdo sementes
sensiveis a dessecacdo a baixos niveis de umidade, mas, que podem ser
armazenadas por varios anos, em temperaturas proximas do congelamento. Neste
grupo estdo classificadas sementes de Acer saccharinum, Quercus spp. e Aesculus
hippocastanum, por exemplo. Sementes secas até o grau de umidade em torno de
30% a 50%, armazenadas em ambiente com alta umidade relativa e com troca de
gases podem ser conservadas durante 12 a 30 meses; e, por fim, 4) tropicais-
recalcitrantes: sdo as sementes que, igualmente, devem ser armazenadas em
condicdes de alta umidade relativa e com troca de gases, porém, apresentam maior
sensibilidade a baixas temperaturas e a dessecacdo. Constituem exemplos desta
classe: sementes de Theobroma cacao e Hevea brasiliensis (CHIN, 1989) e de
Nectandra membranaceae, espécie de Lauraceae (GONZALEZ, 1991).

Ha que se esclarecer que as classificacdes anteriormente mencionadas levam
em consideracdo o desempenho das sementes quando submetidas a temperaturas
e umidade relativa baixas, principalmente no que diz respeito a temperatura, cuja
avaliacdo deve ser efetuada em condicbes proximas ao congelamento.
Adicionalmente, h& inferéncias de associacdes entre o desempenho das sementes
no armazenamento e o grupo ecoldgico a que a espécie pertence. Nesse sentido,

foram propostos dois grupos, sendo o primeiro formado pelas pioneiras e o0 segundo,
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pelas climacicas, sendo estas, ainda, subdivididas em exigentes em luz ou
tolerantes a sombra para um adequado crescimento de suas plantulas (SWAINE;
WHITMORE, 1988). As sementes de espécies pioneiras, que se regeneram por meio
de banco de sementes, necessitam de luminosidade intensa para a germinacéo e,
normalmente, possuem dorméncia e alta longevidade, podendo ser armazenadas
por longo prazo (KAGEYAMA; VIANA, 1991), correspondendo ao comportamento
ortodoxo de armazenamento (ROBERTS, 1973). Por sua vez, as climacicas, cujas
sementes ndo necessitam de luz direta para a germinacdo e o0 crescimento da
plantula, apresentam reduzida longevidade e regeneram-se, principalmente, por
meio de banco de plantulas. Dentro deste grupo podem ser verificadas sementes
recalcitrantes que sao ricas em lipidios (KAGEYAMA; VIANA, 1991). Espécies
climax, normalmente, apresentam comportamento sazonal na producdo de
sementes (BONNER, 1990), o que dificulta a sua oferta regular para programas
florestais e as vulnerabiliza em relagdo as ac¢des antrépicas, tornando-as, inclusive,
mais suscetiveis a erosao genética e, eventualmente, a extincdo. Esse € justamente
0 caso de uma espécie da familia Laureace, Nectandra grandiflora (SEMA, 2002).
Sementes de cinco espécies florestais da familia Lauraceae (Nectandra
grandiflora, Nectandra lanceolata, Nectandra oppositifolia, Ocotea corymbosa e
Ocotea pulchella) foram submetidas a avaliagdo da germinacdo e do grau de
umidade antes e apds a secagem artificial. As sementes apresentaram
comportamento recalcitrante, devido a sensibilidade a secagem (CARVALHO, 2006)
A qualidade fisica das sementes pode ser avaliada, por sua vez, por atributos
como teor de umidade, tamanho e peso de mil sementes. A determinacdo do grau
de umidade tem como objetivo apontar o conteddo de agua presente na semente, a
fim de estabelecer parédmetros adequados para a manutencdo da qualidade
fisiologica, contribuindo para longevidade no armazenamento das sementes
(BONNER, 1991; BRASIL, 2009; OLIVEIRA, 2012). A biometria de frutos e
sementes pode fornecer informacgdes importantes que ajudam a detectar a presencga
de variabilidade genética dentro de populagbes de uma mesma espécie, bem como,
as relacdes entre esta variabilidade e os fatores ambientais (GONCALVES, et al.,
2013). O peso de mil sementes € uma medida de qualidade que possui diferentes
finalidades, destacando-se a comparacdo da qualidade de diferentes lotes de
sementes, e também, o célculo da densidade de semeadura (BRASIL, 2009).
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J& a qualidade sanitaria das sementes pode ser avaliada por meio do teste de
sanidade, o qual pode indicar a presenca, junto das sementes, de microrganismos
patogénicos ou ndo, o0s quais tém potencialidade para afetar a germinacdo das
sementes, e também, o desempenho das plantas e sua produtividade (OLIVEIRA,
2012).

Diante do exposto, pode-se afirmar que a avaliagéo dos diversos atributos de
qualidade de um lote de sementes é de grande importancia para a obtencdo de
resultados satisfatorios na producdo de mudas, permitindo que se estabeleca uma

populacdo de plantas adaptadas as condi¢cdes de campo (OLIVEIRA, 2012).

2.3 Propagacdao vegetativa em espécies florestais

As espécies florestais possuem grande importancia, haja vista realizarem
servicos ambientais como, por exemplo, a prote¢cdo dos recursos hidricos, dentre
outros, e por produzirem produtos madeireiros e ndo madeireiros, como matéria-
prima para a construcéo, biomassa para polpa celuldsica e papel, energia industrial,
substancias e moléculas para a industria farmacéutica, cosmética e alimenticia
(STUDART-GUIMARAES et al., 2003). Em decorréncia disso, os programas de
melhoramento de espécies florestais vém selecionando populacdes e individuos
portadores de caracteristicas de interesse, como maior produtividade, tolerancia a
estresses abioticos, tolerdncia a herbicidas, resisténcia a pragas e doencgas,
melhoria na qualidade fotossintética (DI CIERO, 2014).

A propagacao vegetativa em espécies florestais, associada a programas de
melhoramento genético, permite um aumento na produtividade em menor espaco de
tempo e maior uniformidade das plantacbes, gerando madeira de qualidade e
homogénea, pela multiplicacdo de plantas selecionadas (ALFENAS et al., 2009).
Isso se verifica porque a propagacao vegetativa captura o0 componente genético total
sendo possivel a obtencdo de maiores ganhos dentro de uma mesma geracao
comparada a reproducdo sexuada. Por outro lado, na reproducdo sexuada,
consegue-se fixar apenas o componente genético aditivo de superioridade (ASSIS;
TEIXEIRA, 1998).
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Dentre as principais técnicas de propagacao vegetativa de plantas, podem-se
destacar a estaquia, a microestaquia, a miniestaquia, e a propagagao por meio de
cultura de tecidos (micropropagacdo e embriogénese somatica) (WENDLING et al.,
2002). A cultura de tecidos é um dos métodos com maior relevancia na propagacao
vegetativa por necessitar de menor espaco fisico e por ndo depender das condi¢des
climaticas. No melhoramento de espécies arbéreas, em especial, pode ser
empregada na conservacao in vitro de germoplasma, na aceleragdo dos programas
de melhoramento, na multiplicacdo de clones superiores visando a producdo de
mudas, no rejuvenescimento de clones selecionados na fase adulta; e, também,
apresentar potencialidade para a obtencdo de sementes sintéticas, dentre outros
(XAVIER et al., 2009).

Por meio da cultura de tecidos, fragmentos de tecidos vegetais vivos
compostos por células individuais, tecidos ou 6rgaos, denominados “explantes”, sao
retirados de plantas previamente selecionadas e cultivados em meio nutritivo
definido, sob condi¢cdes assépticas (SERAFINI et al., 2001). Para que as plantas se
desenvolvam no cultivo in vitro, utilizam-se meios nutritivos determinados, com
formulagcbes que atendem as necessidades de cada vegetal e, quando necessario,
podem ser usados reguladores de crescimento (DODDS; ROBERTS, 1995). Dessa
forma, os meios de cultura apresentam, em sua composicéo, condicdes para que as
plantas se desenvolvam, como energia proveniente da luz, agua, elementos
minerais, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O sucesso de um sistema de micropropagacédo envolve varios fatores, dentre
0S quais se podem citar: gendétipos, tipos de explantes, componentes do meio
nutritivo, fitorreguladores e ambientes de cultivo. Além disso, outras variaveis podem
afetar o processo de micropropagacdo das espécies florestais nativas, como a
recalcitrancia ao cultivo in vitro, a contaminagdo por micro-organismos, a oxidacao
fendlica, a senescéncia foliar, entre outros (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
PAIM, 2014).

A micropropagacdo em diversas espeécies florestais nativas dos biomas
brasileiros Mata Atlantica e Pampa tem sido objeto de investigacdo em diversos
trabalhos realizados pelo nosso Grupo de Pesquisa, podendo-se citar Luehea
divaricata (agoita-cavalo) (LEON, 2014; FLORES et al., 2011), Peltophorum dubium
(canafistula) (CURTI; REINIGER, 2014; CURTI 2014; BASSAN et al., 2006),
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Eugenia involucrata (cerejeira-do-mato) (GOLLE et al, 2013), Hadroanthus
chrysotrichus (ipé-amarelo) (PAIM, 2014), entre outros.

Outra metodologia importante de propagacdo de espécies florestais é a
miniestaquia, que foi desenvolvida com a finalidade de aprimorar a estaquia
convencional, buscando-se diminuir algumas dificuldades encontradas no processo
de producdo de mudas de certas espécies, principalmente no que diz respeito ao
desenvolvimento do sistema radicular e ao estabelecimento das mudas a campo. E
uma técnica que visa a maximizacdo da qualidade e uniformidade da futura arvore
(TEIXEIRA, 2001). Em programas de melhoramento genético, a miniestaquia surge
como uma ferramenta especialmente Gtil para manter a constituicdo de um genotipo
selecionado ou de individuos superiores identificados nas populacdes (SANTOS et
al., 2011). Sua execucéao consiste na superacdo da dominancia apical pela poda da
planta matriz, a qual emite novas brota¢cées denominadas miniestacas, as quais sao
utilizadas para o enraizamento e formacgéo de novas mudas, em funcao da época do
ano, condicOes estruturais, desenvolvimento da espécie e condi¢cdes nutricionais
(WENDLING et al., 2002). A propagacdo vegetativa via miniestaquia tem sido
amplamente utilizada por empresas florestais para a producdo comercial de mudas.

O uso das diversas técnicas de propagacdo vegetativa tem contribuido
significativamente na ampliacdo da porcentagem de propagulos enraizados, bem
como na melhoria da qualidade do sistema radicular, tornando satisfatério o
desenvolvimento das mudas a campo (ALFENAS et al., 2009). A escolha da técnica
a ser utilizada varia de acordo com a espécie envolvida, a época do ano, o tipo e
quantidade de material disponivel e das condi¢cdes ambientais, entre outros fatores
(WENDLING et al., 2002).

O melhoramento de espécies florestais nativas, por meio da utilizacdo dessas
técnicas vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Entretanto, existem
etapas consideradas como entraves da técnica, 0os quais necessitam de estudos
adicionais. Dentre os principais obstaculos podem-se destacar a formacédo e o
desenvolvimento de raizes e a aclimatizacio das mudas produzidas (LEON, 2014).

A formacdo de raizes é um dos fatores limitantes do cultivo in vitro de
especies lenhosas, sendo assim, o uso de auxinas, bem como, alteragbes na
composicdo de alguns componentes dos meios nutritivos, podem auxiliar na
obtencdo de resultados mais promissores (CURTI; REINIGER, 2014). Nesse
sentido, embora o agar seja 0 agente solidificante mais utilizado para rizogénese in
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vitro, tem-se observado que o sistema radicular formado em brotagdes cultivadas na
presenca desse agente é fraco e ndo possui pelos absorventes (ROCHA et al.,
2006), acarretando em baixa sobrevivéncia das plantas apés o transplante para casa
de vegetacdo (PASQUAL et al., 2000). Além disto, dentre os componentes do meio
nutritivo, o agar é a substancia de maior custo (LEITE, 1995).

O uso de substratos alternativos para o enraizamento, com a finalidade de
promover um sistema radicular mais apropriado para a adaptacdo das mudas em
casa de vegetacao ja foi testado em diversos trabalhos (DAMIANI; SCHUCH, 2009;
HOFFMANN et al., 2001; PASQUAL et al., 2000; ROCHA et al., 2006; VIEIRA et al.,
2007). Dessa forma, a utilizacdo de vermiculita, perlita ou espumas de poliuretano
embebidas em meio liquido podem ser alternativas mais baratas e proporcionar
melhores resultados do que o uso do agar (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A aclimatizacéo e rustificacdo das mudas produzidas in vitro € a ultima etapa
do processo, a sobrevivéncia e desenvolvimento de plantas nessa fase podem ser
uma barreira em diferentes espécies. A transferéncia do ambiente protegido para o
ambiente natural e com reduzida umidade tem levado a perda de mudas, baixa taxa
de crescimento e periodo prolongado na obtencdo de plantas completamente
adaptadas (ANTONIAZZI et al., 2013).

O sucesso da aclimatizacdo é dependente do controle de fatores, como
temperatura, luminosidade, umidade, substrato e nutrientes (OLIVEIRA et al., 2013).
Em estudo realizado com microestacas de Cabralea canjerana ao aclimatiza-las em
casa de vegetacdo durante 30 dias, com temperatura e umidade relativa
controladas, foram observados 90% de sobrevivéncia das mudas (ROCHA et al.,
2007).

Nesta fase, as plantas passam de uma condicdo asséptica e heterotrofica,
para uma condi¢cdo autotréfica e necessitam desenvolver mecanismos de controle
de transpiracdo e condutancia estomatica (DIAZ-PEREZ et al., 1995), precisam
rapidamente incrementar a absor¢éo de sais (XAVIER, et al., 2009) e aumentar a
taxa fotossintética em condi¢cdes de atmosfera mais rica em CO2 (VANTELGEN et
al., 1992). As plantas devem ser expostas gradualmente a reducdo na umidade do
ar e temperatura instavel, a fim de que possam sobreviver e se desenvolver sem
complicacdes em condi¢bes naturais de campo (SOUZA JUNIOR et al. 2001). Em
decorréncia disso, esse processo deve ser realizado em etapas e cuidadosamente,

para evitar a perda de mudas.



3 CAPITULO 1

QUALIDADE DE SEMENTES E MINIESTAQUIA EM Nectandra

megapotamica (Spreng.) Mez.

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar aspectos da qualidade fisica,
fisiolégica e sanitaria de um lote de sementes e o efeito do Acido 3-Indolbutirico
(AIB) sobre o enraizamento de miniestacas de Nectandra megapotamica (Spreng.)

Mez. .

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar um lote de sementes de N. megapotamica em relacdo a alguns

aspectos da qualidade fisica.
e Analisar a qualidade sanitaria de um lote de sementes de N. megapotamica.

e Avaliar e selecionar o meio de cultivo mais eficiente para a germinacao in vitro

de sementes de N. megapotamica.

e Avaliar o efeito de do Acido 3-Indolbutirico (AIB) sobre o enraizamento de

miniestacas de N. megapotamica.



3.3 Material e Métodos
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3.3.1 Determinagdo do grau de umidade do lote de sementes de Nectandra

megapotamica (Spreng.) Mez.

Para a realizagdo das andlises de qualidade de sementes e germinagdo in

vitro foram coletados frutos maduros em arvores de Nectandra megapotamica em

desenvolvimento em areas de ocorréncia natural de florestas, no Nordeste do estado

de Rio Grande do Sul, mais especificamente nos municipios de Arvorezinha, Il6polis

e Putinga (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo do mapa com as areas de coleta de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

a4

Os frutos foram coletados nas arvores com o auxilio de um podéo, em

diversos momentos, durante o més de janeiro de 2014, que consistiu na época de



31

dispersdo das sementes, quando jA eram observadas quedas espontaneas. Os
frutos possuiam coloracdo marrom e seus endocarpos nao estavam muito
desidratados na época de coleta, o que se intensificou 30 dias depois.

Os frutos, contendo as sementes, foram armazenados em sacos plasticos
devidamente identificados e, no inicio de fevereiro de 2014, foram armazenados em
temperatura ambiente, acondicionados sobre folhas de jornal, no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os frutos continham o
endocarpo firmemente aderido a superficie do tegumento e, em decorréncia da
dificuldade de remocdo, foram usados os frutos inteiros, 0s quais serao
denominados doravante “sementes”. Adicionalmente, foi efetuada uma triagem no
material, haja vista que, aproximadamente, 40% das sementes estavam com sinais
de deterioracdo, provavelmente ocasionada por larvas de insetos. Como
consequéncia, o numero amostral foi diminuido, e, por isso, alguns experimentos
tém um numero reduzido de repeticoes.

Apos esse procedimento, as sementes foram colocadas em sacos de papel
Kraft e armazenadas em refrigerador a temperatura de 8-10°C, aproximadamente,
até o momento da utilizacdo nos experimentos descritos na sequéncia, 0s quais
foram realizados em: 07 e 12 de fevereiro de 2014 — biometria e umidade; sanidade
— 12 de fevereiro; e germinacéo in vitro: 17 de marco, correspondendo a um periodo
de 30 a 60 dias de armazenamento.

O grau de umidade foi determinado conforme as Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009), com algumas modificacbes, devido ao nimero reduzido
de sementes sem danos obtidas na coleta. Foi empregado o método da estufa a
105+£3°C por 24 h utilizando-se duas repeticdes de 1,0 g de sementes. Como
recipiente foi utilizado papel aluminio, medindo 20 cm de comprimento por 15 cm de
largura e com massa de 1,358 g.

A porcentagem de umidade foi calculada aplicando-se a seguinte expressao:

100 (P —
U6 de Umidade (U) = J
P—t
Onde:
P = massa Iinicial, constituida pela massa do recipiente mais o0 massa da semente

umida;
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p = massa final, constituida pela massa do recipiente mais a massa da semente
seca;
t = tara, massa do recipiente.

Os resultados foram expressos em porcentagens, com base na massa das

sementes umidas.

3.3.2 Aspecto biométrico do lote de sementes de Nectandra megapotamica
(Spreng.) Mez.

Para as avaliacdes biométricas, foram utilizadas 100 sementes, medindo-se o
comprimento, a largura e a espessura, com o0 auxilio de um paquimetro digital com
precisdo de 0,01 mm. O comprimento foi medido da base até o &pice e a largura e
espessura, medidas na linha mediana das sementes. Os dados foram analisados em
planilha eletrénica Excel. Para cada dimensao foram calculados a média, o desvio
padrdao e o coeficiente de variagcdo. Os dados foram classificados por meio de
distribuicdo de frequéncia e plotados em histogramas (VALADARES et al., 2009).

O peso de mil sementes foi determinado conforme as Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009), com algumas modificacdes, devido ao numero reduzido
de sementes sem danos obtidas na coleta. Foram utilizadas trés repeticbes de 100
sementes, as quais foram retiradas aleatoriamente dos sacos de papel em que
estavam armazenadas. Foram estimadas a média, a variancia, o desvio padréo e o

coeficiente de variagédo dos valores obtidos nas pesagens.

3.3.3 Qualidade sanitaria do lote de sementes de Nectandra megapotamica

(Spreng.) Mez.

O ensaio visando a caracterizacdo da qualidade sanitaria de sementes de
Nectandra megapotamica foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM. Para a avaliacdo da sanidade das

sementes foi utilizado o método “blotter test” ou teste do papel filtro, conforme
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recomendacfes das Regras para Analise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).
Foram utilizadas quatro repeticbes com 25 sementes cada, totalizando 100
sementes, as quais foram distribuidas e analisadas em delineamento inteiramente
casualizado. Para o experimento, foram usadas caixas plasticas do tipo “gerbox”,
com dimensfes de 11 cm x 11 cm x 3 cm, que foram previamente desinfestadas
usando-se algodao embebido em solugéo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1% (v/v)
e, apos, em solucdo de etanol a 70% (v/v).

Posteriormente, as sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel
filtro previamente esterilizadas e umedecidas com agua destilada. A inoculagédo das
sementes foi efetuada com o auxilio de pincas, previamente autoclavadas e
desinfestadas. Em seguida, as caixas foram fechadas e inseridas dentro de sacos
plasticos, para evitar a perda de umidade, e acondicionadas em sala com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 20 ymol m
st

A avaliacdo de sanidade foi realizada aos sete dias, identificando-se os
géneros fungicos por meio da observacdo das sementes individualmente. Esses
dados foram utilizados para determinar a porcentagem de incidéncia dos géneros
fungicos em cada caixa “gerbox”. Os géneros fungicos foram identificados por meio
da visualizagcdo em microscoépio estereoscépio, com base na observacdo e posterior
comparacao com a literatura especializada (BARNETT; HUNTER, 1999).

3.3.4 Germinacao in vitro de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em arranjo unifatorial. A unidade experimental foi composta por um frasco de vidro
com capacidade para 150 mL, contendo meio nutritivo (conforme o tratamento) e
trés sementes em cada frasco, com oito repeticbes, sendo que os tratamentos
consistiram de diferentes meios de cultivo, com a seguinte composigao:

T1 - 30 mL de meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962);

T2 — 30 mL de meio nutritivo MS, acrescido de 3,8 g de vermiculita

granulometria fina;
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T3 — 30 mL de meio nutritivo MS cuja concentracdo de sais foi reduzida a
metade (2MS);

T4 — 30 mL de meio nutritivo %2MS, acrescido de 3,8 g de vermiculita
granulometria fina;

T5 — 30 mL de meio &gar-dgua a 0,7% (p/v).

Ao meio de cultivo MS ou % MS foram acrescentados 30 g L de sacarose,
100 ou 50 mg L* de mio-inositol e 7 g L* de agar. O pH foi ajustado para 5,8,
anteriormente a solidificacdo com &gar, e na sequéncia, o meio nutritivo foi
autoclavado a 121°C e 1 atm de presséo durante 15 min.

Inicialmente, foi realizada a desinfestacdo superficial das sementes de
Nectandra megapotamica, que consistiu na imersdo das sementes, na camara de
fluxo laminar, em solucédo de etanol a 70% (v/v) durante 30 s, sendo, em seguida,
submersas em solucao de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 4,0% (v/v) durante 15 min,
e posteriormente, as sementes passaram por trés enxagues com agua estéril. Apos
a inoculacao os frascos foram vedados com papel aluminio e mantidos em sala de
crescimento com temperatura controlada de 25°C+2, fotoperiodo de 16 h e
intensidade luminosa de 20 pymol m2 s, obtida a partir de lampadas fluorescentes
brancas frias tipo luz do dia.

ApoOs 45 dias de cultivo in vitro foi realizada a avaliacdo. As variaveis
observadas foram germinacdo, contaminagdo fungica (contaminacées compostas
por micélios fungicos junto aos explantes) e contaminacédo bacteriana (presenca de
colonias bacterianas junto aos explantes), todas expressas em porcentagem.

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

Smirnov, as médias foram transformadas, pela funcao m, sendo x o valor
observado. As variaveis foram submetidas a analise de variancia e, quando o valor
de F foi significativo, foi utilizado, para a comparacdo das meédias, o teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Foi utilizado o pacote estatistico
Sisvar (Sistema para Analise de Variancia) para Windows® verséo 5.1 (FERREIRA,
2011). Para determinar a precisdo dos ensaios foi estimado o indice de variagdo

(IV), calculado por ﬂ, em que o IV é igual ao coeficiente de variagdo (CV) dividido

JIN
pela raiz quadrada do nimero de repetigdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).
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3.3.5 Miniestaquia — Efeito da concentracdo de Acido 3-Indol Butirico (AIB) sobre o
enraizamento de miniestacas de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.

Para a realizacao deste experimento foi formado um minijardim clonal, a partir
de mudas oriundas de regeneracao, coletadas a campo, as quais foram cultivadas
em casa de vegetacdo em vasos flexiveis com capacidade para 4 L, contendo uma
mistura composta por substrato comercial & base de casca de pinus, corretivo de
acidez, fertilizantes minerais, na propor¢cao 1:1 (v/v) e vermiculita na propor¢cao de
3:1 (v/v). ApOs o estabelecimento, as mudas receberam, semanalmente, uma
aplicacdo de 100 mL de solucdo de NPK (5-20-20) a 1,5 g L* em cada vaso.
Posteriormente, visando estimular a ocorréncia de brotacOes laterais, as mudas
foram decepadas a uma altura de, aproximadamente, 10 cm, mantendo-se apenas 1
a 2 pares de folhas, para constituirem as minicepas. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo bifatorial 4x3, em que o fator
“A” foi constituido das concentragdes de AIB (0; 1000; 2000 ou 4000 mg L) e o fator
“B”, do periodo das avaliagbes (30, 45 ou 60 dias), totalizando 12 tratamentos. As
miniestacas foram confeccionadas a partir da porcdo apical de brotacdes de
minicepas, contendo de 7 a 10 cm e 1 a 2 pares de folhas cortadas ao meio. Durante
a coleta, as miniestacas foram acondicionadas em caixa de isopor contendo agua
destilada para evitar a perda de umidade. Em seguida, as miniestacas foram
imersas em solucdo hidroalcodlica (50% etanol e 50% de &agua destilada, v/v)
contendo AIB, conforme o tratamento, por 10 s.

Apoés, as miniestacas foram colocadas em copos plasticos de 300 mL,
contendo substrato, os quais foram acondicionados em bandejas plasticas com
dimensdes de 20 x 40 x 60 cm. Para cada tratamento foi utilizada uma bandeja
devidamente identificada e contendo 12 miniestacas. As bandejas foram mantidas
em casa de vegetagao com nebulizagéo e temperatura controlada (UR 80% e 25°C).

Decorridos 30, 45 e 60 dias, as miniestacas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia (%), formacao de raizes (%), numero de raizes, comprimento médio
de raizes (cm), formacao de calos na base das miniestacas (%) e numero de folhas.

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

Smirnov e a homogeneidade de variancias, pelo teste de Bartlett, as variaveis foram
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transformadas, sempre que necessario, pela funcéo VX+O’5, sendo x o valor

observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizado teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro para os tratamentos qualitativos e analise de regressdo polinomial, para os
quantitativos. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para Analise de
Variancia) para Windows®, versao 4.0 (FERREIRA, 2011). Para determinar a
cv
JIN
que o IV é igual ao coeficiente de variacdo (CV) dividido pela raiz quadrada do
namero de repeti¢cdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).

precisdo dos ensaios foi estimado o indice de variacdo (IV), calculado por , em

3.4 Resultados e discussdes

3.4.1 Determinagdo do grau de umidade do lote de sementes de Nectandra

megapotamica (Spreng.) Mez.

As sementes de N. megapotamica apresentaram grau médio de umidade de
31,3%, apos cerca de 30 dias de armazenamento, inicialmente em condi¢Bes
ambientais e, depois, em refrigerador. Estudo anterior realizado com sementes
coletadas em frutos também maduros de N. megapotamica ratifica a média
observada, sendo registrados valores semelhantes, de, no maximo, 40,9% (coleta e
analise em 23/10/2002) que se reduziu para 38,8%, cerca de uma semana depois
(HIRANO, 2004) e confirmando seu comportamento recalcitrante.

Os resultados verificados para a espécie também estdo de acordo com
agueles obtidos para outras espécies da familia Lauraceae, como Ocotea puberula
(canela guaica), em que foi registrado um teor de umidade em torno de 46% em
sementes de frutos maduros (HIRANO; POSSAMAI, 2008), Ocotea corymbosa, em
gue o teor de umidade foi mais baixo (inferior a 40%), enquanto para Ocotea
pulchella (canela-lageana) ficou em torno de 42%. Igualmente, sementes

recalcitrantes de Machilus kusanoi (espécie pertencente a familia Lauraceae,
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encontrada em paises asiaticos) apresentaram 38% de umidade (CHIEN; LIN,
1997).

O alto grau de umidade das sementes, observado nesse lote de N.
megapotamica, € uma das principais causas da perda do poder germinativo durante
0 armazenamento, a qual decorre do aumento na taxa respiratéria e da acédo de
micro-organismos, sendo que teores de dgua superiores a 20% podem ocasionar o
aguecimento da massa de sementes a uma temperatura letal (DESAI et al., 1997).

Outro fator que pode ter contribuido para o grau de umidade observado € a
constituicdo quimica das sementes de N. megapotamica, as quais sao oleaginosas
(GARCEZ et al., 2009), o que é considerada a principal interferéncia sobre o ponto
de equilibrio higroscopico em determinada condicdo de secagem (CARVALHO et al.,
2008).

3.4.2 Aspecto biométrico do lote de sementes de Nectandra megapotamica

(Spreng.) Mez.

O lote de sementes de N. megapotamica avaliado apresentou grande
variacdo no que diz respeito ao tamanho, conforme pode ser observado na Tabela 1,
em gue estdo apresentados os valores de comprimento, largura e espessura das
sementes. Essa heterogeneidade no tamanho das sementes pode ser creditada,
principalmente, a influéncia de fatores ambientais ndo controlados, tais como
variacbes de temperatura, comprimento do dia, incidéncia de chuvas, idade da
planta e, também, por diferencas genéticas (SILVA, et al., 2001). O comprimento
meédio foi de 9,73 + 1,27 mm, a largura, de 6,73 £ 0,93 mm, e a espessura, 3,63 *
0,52 mm. Em outro estudo realizado com a espécie em uma area de Floresta
Estacional Decidual no Rio Grande do Sul (KRUGEL et al., 2006), as sementes
apresentaram dimensdes semelhantes: 9,64 + 1,20 mm de comprimento e 6,89 +
0,70 mm de largura.

Isso também foi registrado em outras espécies da familia Lauraceae, como,
por exemplo, em Cryptocarya moschata (canela-nhutinga), em que a amplitude de
variagdo no comprimento dos frutos foi de 14,5 a 30,6 mm e na largura, de 13,3 a
25,5 mm, com médias de 23,5 e 19,1 mm respectivamente. Em Ocotea catharinensis
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(canela-sebo) a variagdo do comprimento dos frutos foi de 11,4 a 26,0 mm e largura
de 7,7 a 15,6 mm, com médias de 18,6 e 11,5 mm, respectivamente, e em
Endlicheria paniculata (canela-do-brejo), o comprimento variou de 15,7 a 31,5 mm e
a largura, de 10,02 a 18,7 mm (MORAES; PAOLI, 1996).

Tabela 1 - Comprimento, largura e espessura (mm) de um lote de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. da producdo de 2014, avaliado em
fevereiro do mesmo ano. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

~ Comprimento Largura Espessura

Parametro

(mm) (mm) (mm)
Minimo 6,51 472 3,00
Média 9,73 6,73 3,63
Méaximo 12,86 8,80 5,89
Desvio Padrao 1,27 0,93 0,52
CV (%) 13,05 13,85 14,32

CV= Coeficiente de Variacao

Os coeficientes de variacdo observados nas dimensdes das sementes, nhunca
inferiores a 13%, podem ser reflexo dessa heterogeneidade no lote de sementes
avaliado, haja vista que a coleta foi feita de forma aleatoria, em diferentes galhos de
10 plantas matrizes em desenvolvimento em trés municipios. Em estudo realizado
com Hancornia speciosa (mangabeira), os coeficientes de variacdo para essas
mesmas variaveis foram semelhantes (12,58%, 12,63% e 13,61%, respectivamente,
para comprimento, largura e espessura) (GONCALVES et al, 2013). Na
classificacdo de Pimentel-Gomes (1990), que nado leva em consideracao as espécies
e nem o tipo de experimento realizado, coeficientes de variagao inferiores a 20% sao
considerados baixos ou médios.

Na Figura 4, sdo apresentados histogramas de frequéncia para comprimento,
largura e espessura, em cinco classes formadas a partir da amplitude de variacédo
individual dessas caracteristicas. Os dados obtidos demonstram que, em espécies
nativas, como € o caso de N. megapotamica, € comum a ocorréncia de variacdes

em caracteristicas biométricas, como também foi constatado em sementes de
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Tabebuia aurea (ipé-amarelo-do-cerrado) que apresentaram amplitudes de variacéo
de 17,3 mm a 22,9 mm no comprimento e 13,3 mm a 17,3 mm na largura (OLIVEIRA
et al, 2006). Igualmente, sementes de Luetzelburgia auriculata (Alemao)
apresentaram variacdo no comprimento (17,14 a 21,76 mm), largura (9,07 a 11,73
mm) e espessura (3,95 a 6,49 mm) (NOGUERIA, et al.,, 2012). O tamanho das
sementes pode variar entre individuos da mesma espécie, de ano para ano e,
também, dentro de uma mesma planta (PINA-RODRIGUES; AGUIAR, 1993). Na
maioria dos casos, dentro da mesma espécie, existem variacdes individuais, que
podem estar associadas as diferencas fenotipicas determinadas pelas variacdes
ambientais durante o desenvolvimento das sementes (OLIVEIRA, 2012).
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Figura 4 - DistribuicAo da frequéncia relativa (Fr) do comprimento, largura e
espessura de um lote sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. da
producdo de 2014, avaliado em fevereiro do mesmo ano. Santa Maria, RS, UFSM,
2014.

No entanto, a variacdo observada nas dimensbes das sementes de N.

megapotamica nao deve ser atribuida apenas a fatores ambientais, mas, também,
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pode representar um indicio da reserva de variabilidade genética populacional.
Desse modo, estudos sobre a biometria dos frutos e sementes da espécie devem
ser aprofundados, ampliando-se o numero de ambientes. Da mesma maneira,
justificam a necessidade de investigar-se a diversidade dessa espécie em nivel
molecular.

O peso médio de mil sementes de N. megapotamica foi de 288,76 g,
correspondendo a 3.487 sementes kg, sendo consideradas sementes grandes, de
acordo com Brasil (2009) e ISTA (2004), que as consideram assim quando
apresentam peso de mil sementes maior que 200 g e menos que 5.000 unidades kg
1. O desvio-padrao foi de 16,03 e o coeficiente de variacdo (CV), de 5,55%, o que
permite afirmar que as estimativas podem ser consideradas confiaveis. O resultado
obtido € semelhante ao proposto por Carvalho (2008) para a espécie, com 0 numero
de sementes por quilograma variando de 1.400 (LONGHI, 1995) a 3.500 (DURIGAN
et al., 1997). Por outro lado, o peso médio de mil sementes verificado para N.
megapotamica no presente estudo € maior que aqueles observados em outras
espécies do género, como N. grandiflora, N. lanceolata e N. oppositifolia, que
apresentaram 462, 950 e 1275 sementes por quilograma (CARVALHO, 2006).
Adicionalmente, deve ser considerado que sementes recalcitrantes de espécies
tropicais tém sido caracterizadas como sementes grandes (BONNER, 1990;
KAGEYAMA e VIANA, 1991).

Outro aspecto que deve ser considerado é o fato de que a espécie em estudo
pertence ao grupo ecoldgico das climacicas, corroborando as sugestbes de
Kageyama e Viana (1991) e de Pammenter e Berjak (2000), de que sementes
recalcitrantes sdo tipicas desse tipo de espécie. Outras quatro espécies de
Lauraceae pertencentes ao grupo ecoldgico das espécies climax também foram
registradas como tendo sementes recalcitrantes (DAVIDE et al., 2003).

O peso das sementes de determinada espécie € uma caracteristica
extremamente plastica, alterando-se dependendo da planta matriz, do local da coleta
dos frutos, e do ano (PINA-RODRIGUES; AGUIAR, 1993). Varia¢des no tamanho e
peso de sementes podem ser atribuidas a fatores ambientais, como a
disponibilidade de agua, que € considerada essencial para a producédo dos frutos
(TABARELLI et al., 2003).

Diante da dificuldade de se obter informacf6es sobre as caracteristicas

biométricas das sementes de espécies florestais nativas, essas informacdes
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poderdo contribuir no reconhecimento da espécie em levantamentos floristicos
(ARAUJO et al., 2004) e auxiliar no planejamento da coleta de frutos, para a
producdo de mudas em viveiro com 0 objetivo de recompor areas degradadas
(SOUZA, et al., 2007).

3.4.3 Qualidade sanitaria do lote de sementes de Nectandra megapotamica

(Spreng.) Mez.

No lote de sementes avaliado houve maior incidéncia do género Fusarium sp.,
seguido do género Rhizoctonia sp., além de outros de menor incidéncia como e
Aspergillus sp., Phoma sp., Botrytis, sp. e Rhizopus sp. (Tabela 2) (Figura 5). A
precisdo do experimento pode ser considerada satisfatoria, obtendo-se valores de
coeficiente de variacédo (CV) de 7,53 a 15,74%, considerados baixos ou medios, pela

classificacdo de Pimentel-Gomes (1990).

Tabela 2 - Porcentagem média de incidéncia dos géneros fangicos identificados no
lote de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. da producéo de 2014,
avaliadas no teste de sanidade pelo método do ‘blotter test' em fevereiro do mesmo
ano. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Género fungico

Aspergillus  Botrytis Fusarium Phoma Rhizopus Rhizoctonia
Média (%) 23,00 13,00 87,00 15,00 11,00 67,00
CV (%) 7,53 13,32 15,03 11,54 15,74 8,82

CV= Coeficiente de Variacao

O género fangico Fusarium sp., identificado no presente ensaio em maior
porcentagem, também foi observado com elevada incidéncia em outro trabalho com
sementes de N. megapotamica (HIRANO, 2004). Em estudos que relataram as
condi¢cBes sanitarias de sementes de outras espécies da familia Lauraceae, como

Ocotea puberula (canela guaica) e Ocotea odorifera (canela-sassafras), foram
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identificados o género Penicilium sp. e Fusarium sp. (HIRANO, 2004), sendo o ultimo
igualmente observado no presente trabalho. Em Nectandra lanceolata (canela-
cedro) foi detectada a presenca dos géneros fungicos Fusarium sp. e Rhizopus sp.
Por sua vez, em Ocotea pulchella (canela-lageana) foi observado Clonostachys sp.,
além de outros géneros comuns aos observados no presente trabalho, como os ja

mencionados Fusarium sp. e Rhizopus sp. (CARVALHO, 2006).

Figura 5 — Sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. avaliadas no teste
de sanidade pelo método do ‘blotter test’. Em A) aspecto geral das sementes com
contaminagdo fangica; em B) semente com contaminacdo fangica onde pode ser
observado o género Fusarium sp., em cor clara. Barra =1 cm. Santa Maria, RS,
UFSM, 2014.

Entre os géneros de fungos identificados associados a sementes de espécies
florestais nativas, muitos sdo considerados saprofitas externos, na maioria dos
ensaios de sanidade, podendo-se citar: Aspergillus, Fusarium, Epicoccum,
Rhizopus, Penicillium, Alternaria, Rhizoctonia, Phoma, Trichoderma, Pythium, entre
outros (MEDEIROS et al., 1992; OLIVEIRA, 2012). Alguns sao caracterizados por
seu rapido crescimento e agressividade, considerados patogénicos a Vvarias
espécies, causando a morte da semente antes mesmo da germinacdo, como é o
caso de Fusarium sp. (MENTEN, 1995; BOTELHO, 2006). O género Fusarium sp. é

classificado como fungo de campo, pois pode invadir as sementes ainda na planta-
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mae, estabelecendo-se antes da colheita, ou seja, no periodo crescimento e
maturacédo dos frutos (WETZEL, 1987).

Em estudo efetuado em sementes de Luehea divaricata (acoita-cavalo),
membro da familia Malvaceae, foram identificados os géneros fangicos: Alternaria
sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Phoma sp. e Cladosporium sp.
Assim, como no presente estudo, o género Fusarium sp. apresentou a maior
incidéncia, conforme revelado apos o emprego do teste do papel filtro em um dos
lotes avaliados (MACIEL et al.,, 2013). Em sementes de Jacaranda mimosifolia
(jacaranda-mimoso) da familia Bignoniaceae, foram observados os fungos de
armazenamento Aspergillus sp. e Penicillium sp., e, também, alguns potencialmente
patogénicos, como Alternaria sp., Phoma sp., Cladosporium sp. e Fusarium sp.
(BOVOLINI et al., 2011).

Phoma sp. foi relatado em Tabebuia serratifolia (ipé-do-cerrado) e Tabebuia
impetiginosa (ipé-roxo) e pode ser considerado patégeno de espécies florestais
(BOTELHO, 2006). Em um estudo da populacdo fuangica de 18 espécies florestais
em diferentes estados, foi destacada a incidéncia de Phoma sp. associado a essas
sementes (CARNEIRO, 1986). No presente trabalho foi observada uma reduzida
incidéncia deste género fungico (média de 15%, Tabela 2) em sementes de N.
megapotamica.

Alguns fungos, dentre eles Rhizoctonia sp., possuem uma ampla gama de
hospedeiros e sdo os grandes responsaveis pela podriddo de raizes, lesdes em
hastes, tombamento de mudas, manchas foliares. Essa caracteristica € decorrente
do fato que esses micro-organismos apresentam estruturas de reproducédo que 0s
possibilitam habitar o solo e sobreviver nas sementes por longos periodos
(FERREIRA, 1989; RESENDE et al, 2008). llustrando essa questdo, em
Commiphora leptophloeos (imburana) pertencente a familia Burseraceae,
Rhizoctonia sp. destacou-se pela grande incidéncia nas sementes de diversos lotes
avaliados (FAIAD, et al., 1997)

A ocorréncia de Aspergillus sp., Penicilium sp. e Rhizopus sp. € comum em
sementes florestais, sendo que estes géneros podem ser transportados do local de
coleta para o laboratério (PINA-RODRIGUES, 1988). Os géneros flngicos
Aspergillus sp. e Rhizopus sp. foram observados em menor porcentagem no

presente estudo (23% e 11% respectivamente, Tabela 2). Em sementes de Cybistax



44

antisyphilitica (ipé-verde), foi observado um aumento na incidéncia de Aspergillus sp.
no periodo de armazenamento (MELO, 2009).

Aspergillus e Rhizopus séo classificados como fungos de armazenamento
(DHINGRA, 1985) e estdo associados a deterioracdo das sementes, sua agao €
dependente das condi¢Bes fisicas e fisiolégicas das mesmas, por ocasido do inicio
da armazenagem, e dos fatores ambientais que predominam nesse periodo (RUIZ
FILHO et al., 2004). Em vista disso, a menor ocorréncia destes géneros nas
sementes de N. megapotamica pode ter sido ocasionada pelo fato do teste de
sanidade ter sido realizado pouco tempo apés a coleta das sementes.

Em geral, quanto menor o teor de umidade das sementes, menor sua
atividade fisiologica e menor a atividade dos agentes patogénicos (KRAMER;
KOZLOWSKI, 1972). As sementes de N. megapotamica apresentaram teor de
umidade de 31,3 %, este fato pode ter contribuido para a ocorréncia dos géneros
fungicos observados, haja vista que um alto teor de umidade causa aumento na taxa

respiratoria, contribuindo para o aparecimento de fungos.

3.4.4 Germinacao in vitro de sementes de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.

Para a germinacao in vitro houve efeito significativo (p=0,0030), porém para a
contaminacdo fungica (p=0,486) e bacteriana (p=0,2311) n&do foi observado efeito
significativo dos meios de cultivo avaliados. A maior porcentagem de germinagéo foi
observada quando foi empregado o meio nutritivo MS na auséncia de vermiculita
(50,80%), o qual diferiu, significativamente, dos demais tratamentos (Tabela 3)
(Figura 6). Esse resultado indica que o meio de cultivo mais adequado para a
germinacdo in vitro de sementes de N. megapotamica € o meio MS na sua
composicdo integral de sais. Pode-se dizer que, a concentragdo sais, no meio
nutritivo, considerando-se a espécie e o0 potencial osmoético de suas sementes,
podera promover ou retardar a germinacao (DODD; DONOVAN, 1999), pois durante
o cultivo in vitro, as solu¢cdes de sais e agucares que fazem parte dos meios de
cultivo ndo influenciam diretamente a nutricdo, mas também exercem influéncia no
crescimento celular e na morfogénese através de propriedades osmdticas
(GEORGE, 1996).
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Tabela 3 - Médias de porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. de um lote da producédo de 2014, apds 45
dias de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Tratamentos Germinacéo (%)
T1 - Meio MS 50,80 a*
T2 — Meio MS + vermiculita 29,14 b

T3 — Meio 2MS 29,14 b

T4 — Meio ¥2MS + vermiculita 2497 b

T5 — Agar-agua 4,16 b
Média 31,64

[\V** 10,91

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knott ao nivel de“5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. **IV

(indice de variag&o) = T em que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeticdes.

Em Ocotea porosa (Lauraceae), conhecida popularmente como imbuia, a
média de sementes germinadas e sadias foi superior a 90% em meio MS, acrescido
de 30 g L de sacarose (MORITZ, et al., 2009). Em outro estudo com esta mesma
espécie, a porcentagem de embrides germinados, aos 60 dias de cultivo in vitro, nos
meios nutritivos MS e MS cujas concentracdes de sais foram reduzidas a metade
(*2MS), foi de 67,7 e 74,2% de germinacdo respectivamente (PELEGRINI, 2008).
Para Persea willdenovii (pau-andrade) (Lauraceae), a porcentagem média de
germinacdo das sementes foi de 15,5% em meio MS, acrescido de Acido 3-Indol
Butirico - AIB aos 68 dias de cultivo in vitro (FIOR, et al., 2007). Estudos envolvendo
0 estabelecimento e multiplicacdo in vitro de espécies da familia Lauraceae ndo sédo
frequentes na literatura (MORITZ et al.,, 2009). Para N. megapotamica nao foram
observados na literatura estudos sobre o desempenho da espécie em relacédo a
germinacao in vitro. Em um trabalho realizado com a germinacdo ex vitro de
sementes dessa espécie, a porcentagem de germinacdo foi de 56% em substrato
solo de floresta (HIRANO, 2004).
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Figura 6 — Aspectos das brotacdes obtidas pela germinacao in vitro de sementes de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.: A) plantula obtida em meio nutritivo MS,
aos 20 dias de cultivo; B) e C) brotacéo obtida pela germinacao in vitro aos 45 dias
de cultivo. Barra =1 cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

No presente estudo foram observadas baixas médias de contaminacao
fungica (0,25%) e bacteriana (0,075%), portanto o processo de desinfestacdo
superficial das sementes com hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 4,0% (v/v) durante 15
min pode ser considerado eficiente. O hipoclorito de sédio é utilizado com frequéncia
para a desinfestacdo de explantes no cultivo in vitro e a concentragdo varia de
acordo com a espécie (MORITZ et al., 2009). Em estudo com a espécie Swietenia
macrophylla (mogno) pertencente a familia meliaceae, as sementes foram
desinfestadas ap0s a retirada do tegumento, em solucdes com hipoclorito de sodio
(NaOCl) nas concentracdes de 0; 2,5; e 5,0% (v/v), e mantidas embebidas por 10,
20, 30 e 40 minutos. As menores porcentagens de contaminagdo (10 e 15%) foram
observadas em sementes desinfestadas em 2,5 e 5,0% de hipoclorito de sédio por
30 e 20 minutos, respectivamente (COUTO et al., 2004). Ja em estudo realizado
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com Persea willdenovii (Lauraceae) a imersédo das sementes em hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 1,0% i. a. por 15 min ndo mostrou-se eficiente, sendo que as sementes
apresentaram grande propor¢do de contaminacdo por micro-organismos de origem
fungica e bacteriana (74%) (FIOR, et al., 2007).

Sendo assim, pode-se afirmar que estudos com diferentes meios nutritivos
que favorecam a germinacao in vitro de espécies com tendéncia a recalcitrancia,
como é o caso de N. megapotamica, sdo fundamentais para maximizar a taxa de
germinacdo, e obter plantulas uniformes com qualidade genética e fitossanitaria
adequada (STEIN et al., 2007).

3.4.5 Miniestaquia — Efeito da concentracdo de Acido 3-Indol Butirico (AIB) sobre o

enraizamento de miniestacas de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez.

Para a sobrevivéncia das miniestacas houve efeito significativo somente do
fator principal concentracédo de AIB (p=0,0020; IV= 8,77%), sendo observado um
ajuste linear decrescente (Figura 7A). A maior sobrevivéncia das miniestacas (100%)
foi observada na auséncia de auxina e na sua presenc¢a, na concentracdo de 1000
mg L%, nas concentracées 2000 e 4000 mg L a porcentagem de sobrevivéncia foi
de 83,3 e 80,55%, respectivamente. Altas concentracdes de auxina podem causar
inibicdo no desenvolvimento inicial das brotacdes, provocando queda das folhas,
necrose na base da estaca, podendo até promover a morte do material vegetativo
(HARTMANN et al., 2002). Contudo, mesmo com a utilizacdo de 4.000 mg L* de
AIB, as porcentagens de sobrevivéncia observadas neste trabalho podem ser
consideradas altas, e corroboram com aquelas existentes na literatura, como, por
exemplo, para a miniestaquia em Peltophorum dubium (canafistula) familia
fabaceae, em que foram utilizadas as mesmas concentragcdes de AIB do presente
estudo, a maior sobrevivéncia foi, igualmente, observada na auséncia da auxina na
base das miniestacas, decrescendo na sua presenca e, também, a medida que
aumentaram suas concentracbes (CURTI, 2014). Da mesma maneira, em
miniestacas de llex paraguariensis (erva-mate) da familia das aquifoliaceas,

submetidas a diferentes dosagens de AIB, foram observados valores médios de 75%
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de sobrevivéncia para mudas de 120 dias de idade (WENDLING; SOUZA JUNIOR,
2003).
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Figura 7 — Miniestaquia em Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez., em funcéo
das concentracfes de solucdes a base de acido 3-indolbutirico — AIB em que foram
imersas por 10s, ao longo de 60 dias de avaliacdes. A) Sobrevivéncia média (%); B)
Formacéao de raizes (%); C) Numero de raizes; e D) Formacéao de calos (%). Santa
Maria, RS, UFSM, 2014.

Para a formacéo de raizes nas miniestacas foi observado efeito significativo
de ambos os fatores principais, concentracbes de AIB (p=0,0131) e dias de
avaliacao (p=0,0000), ndo sendo observada interacao significativa. O IV da variavel
foi de 23,69%. Em relagédo ao emprego da auxina, foi observado um comportamento
cubico das concentracdes de AIB, sendo que a formagédo de raizes foi favorecida na
concentracdo de 1000 mg L de AIB (Figura 7B).

Em relagéo ao periodo de avaliagdo, a maior média de formacao de raizes
ocorreu aos 60 dias (Tabela 4), no entanto, esse valor ainda € baixo, levando-se em
consideragao resultados obtidos anteriormente para Sapium glandulatum (leiteiro)
pertencente a familia Euphorbiaceae, em que aos 3 meses de avaliacdo, o

enraizamento das miniestacas foi de 80,56% (FERREIRA et al., 2010), bem como,
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para Calophyllum brasiliense (guanandi), da familia Clusiaceae, em que a
porcentagem de formacéo de raizes foi de 85%, aos 90 dias em casa de vegetacado
(SILVA, et al., 2010). Resultados semelhantes foram observados por outros autores,
com Eucalyptus grandis (eucalipto) (TITON et al.,, 2003) e Cedrella fissilis (cedro)
(XAVIER et al., 2003). Isto pode indicar que é necessario um periodo superior de
avaliacdo para miniestacas de N. megapotamica para que ocorra formacédo de
raizes, em porcentagens satisfatorias, visto que o periodo para enraizamento em
casa de vegetacao € variavel entre espécies, sendo que, para as nativas, existe uma
variacdo de 2 a 4 meses para a formacdo do sistema radicial (OLIVEIRA et al.,
2001).

Tabela 4 - Médias de formacdo de raizes (%) em miniestacas de Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez., em funcdo do periodo de avaliacdo,
independentemente da concentracdo de acido indolbutirico - AIB (0; 1000; 2000 ou
4000 mg L1). Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Periodo de avaliacédo Formacao de
(dias) raizes (%)

30 2,08 b*

45 2,08 b

60 31,25a

Média 11,80

[\/** 23,69

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

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

c L . Cv - LN .
resultado. **IV (Indice de variacdo) = T em que CV= coeficiente de variagcdo e N= numero de

repeticdes.

Para a varidvel nimero de raizes foi observado efeito significativo apenas do
fator concentracdes de AIB (p=0,0131; IV=23,69%), ajustando-se para uma equagao
polinomial de terceiro grau das concentragbes de AIB em relacdo ao numero de
raizes (Figura 7C). Conforme citado anteriormente, pode-se inferir que é necessario
um periodo superior de avaliacdo para miniestacas de N. megapotamica para que
ocorra um bom desenvolvimento do sistema radicular e um maior nimero de raizes

por estaca, tendo em vista que os valores verificados no presente estudo sao
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inferiores aos obtidos para outras espécies arbdreas nativas, como, por exemplo,
para a miniestaquia em Peltophorum dubium (canafistula), aos 90 dias de cultivo,
foram obtidas em torno de 3 raizes por miniestaca (CURTI, 2014).

Para o comprimento meédio de raizes nédo houve efeito significativo dos fatores
testados e nem da interacdo dos mesmos (IV=25,93%), observando-se uma média
de 1,02 cm. Esse valor foi inferior ao que tem sido observado em outras espécies
arbéreas como Peltophorum dubium (canafistula) (CURTI, 2014) e Toona ciliata
(cedro) (SILVA et al., 2012) em que foram observadas raizes com mais de 3 cm de
comprimento. Da mesma forma, para o numero de folhas ndo ocorreu efeito
significativo dos fatores avaliados (IV=21,72%), sendo observada uma média geral
de 3,51 folhas por miniestaca.

Para a formacdo de calos foi observado efeito significativo apenas das
concentracbes de AIB testadas (p=0,0002; 1V=17,18%), sendo observado
comportamento cubico para as concentragdes da auxina, em que observou-se
intensa formacao de calos na base das estacas (97,22%) na concentracdo 1000 mg
Lt (Figura 7D). No entanto, a menor porcentagem de formacdo de calos na
concentragdo de 4000 mg L' de AIB pode ser atribuida a menor sobrevivéncia
observada neste tratamento. Apesar disso, nas miniestacas sobreviventes, a
formacéo de calos foi intensa. Em Nectandra nitidula (canela-do-mato), a aplicacédo
de AIB néo influenciou os resultados obtidos, sendo observada uma alta proporcéo
de estacas vivas, e grande capacidade de cicatrizacdo de tecidos, pela formacéo
rapida de calos (SANTOS et al., 2011).

Dessa forma, em espécies com predisposicdo ao enraizamento, geralmente,
a formacéo de raizes adventicias acontece de forma direta, entretanto em espécies
de dificil enraizamento, a iniciacdo de radicial ocorre normalmente de forma indireta,
com a pré-formacao de calo. Todavia, a formacdo do calo ndo € imprescindivel ao
enraizamento adventicio, pois, apesar de serem processos que ocorrem
simultaneamente sob condigbes adequadas, a ontogénese de raizes e calos €
independente (HARTMANN et al., 2002).

Diante do exposto, as variagdes observadas nas miniestacas de N.
megapotamica podem ser atribuidas, em parte, a variagdo genética existente entre
elas, as concentracdes de auxinas utilizadas, a época de coleta, entre outros, 0s
quais podem estar relacionados ao desenvolvimento de raizes (SANTOS, et al.,

2011). Assim, sdo necessarios estudos complementares para a obtencdo de
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miniestacas de N. megapotamica com maiores médias de enraizamento, as quais

devem ser submetidas, posteriormente, a aclimatizacéo.

3.5 Conclusdes

O grau de umidade de sementes de Nectandra megapotamica é de 31,3%. O
peso médio de mil sementes de N. megapotamica, € de 288,76 g, correspondendo a
3.487 sementes Kg™.

O género fangico Fusarium sp. é o mais incidente no lote de sementes
avaliadas.

A germinacao in vitro de sementes de N. megapotamica é mais eficiente em
meio nutritivo MS.

A formacédo de raizes em miniestacas de N. megapotamica é favorecida na
concentracdo 1000 mg L de AIB, aos 60 dias de cultivo. No entanto, é necessario

um periodo maior em casa de vegetacédo a fim de promover um maior enraizamento.



4 CAPITULO 2

QUALIDADE DE SEMENTES, MICROPROPAGACAO E
ACLIMATIZACAO EX VITRO EM Handroanthus chrysotrichus
(MART. ex DC.) J. MATTOS

4.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo contribuir com informagdes
relacionadas a qualidade de sementes, micropropagacao e aclimatizacéo ex vitro de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, de maneira a aprimorar a

producdo de mudas dessa espécie florestal nativa do Brasil.

4.2 Objetivos especificos

e Analisar a qualidade sanitaria e a capacidade germinativa de sementes de
Handroanthus chrysotrichus provenientes de dois lotes de sementes,

avaliados em dois periodos de armazenamento.

e Avaliar o efeito de diferentes antioxidantes sobre a multiplicagéo in vitro de

segmentos nodais de H. chrysotrichus.

e Avaliar o efeito da presenca ou auséncia de agar na rizogénese in vitro de H.

chrysotrichus.

e Avaliar a aclimatizacdo ex vitro das plantas obtidas na cultura de tecidos.
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4.3 Material e métodos

4.3.1 Analise da qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento

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 Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

As sementes utilizadas neste ensaio consistiram de um lote proveniente do
interior do Rio Grande do Sul (Lote 2011) e de um lote adquirido de uma empresa
localizada no interior de Séo Paulo (Lote 2013). Os lotes estavam armazenados em
refrigerador a temperatura de 8-10 °C desde o0 ano de sua producao. A avaliacdo da
qualidade sanitaria dos dois lotes de sementes foi conduzida em delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo bifatorial 2 x 2, correspondendo aos lotes (Lote
2011 e Lote 2013) e aos periodos de armazenamento (janeiro de 2014,
aproximadamente 3 anos para o primeiro lote e 1 ano para o segundo, e setembro
de 2014, correspondendo a 3 anos e 8 meses para o lote de 2011 ea 1 ano e 8
meses para aquele produzido em 2013). As sementes foram inoculadas, em papel
filtro, utilizando-se 25 sementes em cada uma das quatro repeticbes para cada lote
de sementes.

Para a avaliagdo da sanidade das sementes foi utilizado o método “blotter
test” ou teste do papel filtro, conforme recomendacgdes das Regras para Analise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009). Para o experimento, foram usadas caixas
plasticas do tipo “gerbox”, com dimensdes de 1lcm x 1lcm x 3cm, que foram
previamente desinfestadas usando algoddo embebido em solucdo de hipoclorito de
sédio (NaOCI) a 1% (v/v) e, ap0s, em solucdo de etanol a 70% (v/v).

Posteriormente, as sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel
filtro esterilizadas e umedecidas com agua destilada. A inoculacdo das sementes foi
efetuada com o auxilio de pincas previamente autoclavadas e desinfestadas. Em
seguida, as caixas foram fechadas e inseridas dentro de sacos plasticos, para evitar
a perda de umidade e acondicionadas em sala com temperatura de 25x2°C,

fotoperiodo de 12h e intensidade luminosa de 20umol m?2 s
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A avaliacdo de sanidade foi realizada aos sete dias, identificando-se os
géneros fungicos por meio da observacao das sementes individualmente, esses
dados foram utilizados para determinar a porcentagem de incidéncia dos géneros
fangicos em cada lote. Os géneros fungicos foram identificados por meio da
visualizacdo em microscopio estereoscépio, com base na observacdo e posterior

comparacao com a literatura especializada (BARNETT; HUNTER, 1999).

4.3.2 Analise da qualidade fisiolégica de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento

O teste de germinacdo de sementes de H. chrysotrichus foi realizado no
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia (UFSM). A
avaliacdo da qualidade fisiologica dos dois lotes de sementes foi conduzida em
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo bifatorial correspondendo aos
dois lotes (Lote 2011 e Lote 2013) e dois periodos (janeiro de 2014 e setembro de
2014) de armazenamento em refrigerador a temperatura de 8-10°C. Foram
utilizadas oito repeticdes de 25 sementes para cada lote.

O ensaio para a avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes foi realizado
seguindo-se as recomendacdes das Regras para Analise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009). Inicialmente, foi efetuada a desinfestacao das caixas plasticas tipo
“gerbox”, com o auxilio de algoddo embebido em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 1% (v/v) e, apos, em solucéo de etanol a 70% (v/v). Em seguida, foram
colocadas duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com agua estéril.
Posteriormente, foi realizada a desinfestacdo superficial das sementes, por meio da
imersdo em etanol a 70% (v/v) durante 30 s, logo apds as sementes foram imersas
em solucdo de hipoclorito de célcio [Ca(OCl)2] a 3% (p/v) por 10 min e, na
sequéncia, passaram por um enxague triplo em agua estéril. As sementes foram
inoculadas com o auxilio de pingcas desinfestadas com algoddo embebido em
solucdo de NaOCl a 1% (v/v) e, apos, em solucdo de etanol a 70% (v/v).
Posteriormente a inoculacdo das sementes, as caixas plasticas foram fechadas e
colocadas dentro de sacos plasticos para evitar a perda de umidade. Na sequéncia,

as caixas foram mantidas em sala de cultivo, com temperatura de 25°C+3,
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fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 20 ymol m* s, obtida a partir de
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Foram realizadas quatro avaliagdes, com intervalos de sete dias cada, sendo
consideradas germinadas as sementes que romperam O tegumento e emitiram
radicula. Devido a elevada incidéncia de géneros fungicos ao longo das avaliac¢des,
foram analisadas apenas as varidveis porcentagem de germinacdo e o indice de
velocidade de germinacdo (IVG). Para a avaliacdo do IVG foi utilizada a expressao
proposta por Maguire (1962):

IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn

Em que IVG = indice velocidade de emergéncia; Gi, Gz,... Gn = ndmero de

plantulas germinadas a cada avaliacdo e N1, N2, ... Nn = nimero de dias decorridos

da semeadura a primeira e Ultima contagem.

4.3.3 Efeito de antioxidantes no controle da oxidacao fendlica no estabelecimento in
vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo trifatorial 3x4x2, em que o fator “A” consistiu dos diferentes antioxidantes
(testemunha; 1 g L polivinilpirrolidona (PVP) ou 1 g L carvao ativado), o fator “B”,
do periodo de avaliacdo (7, 14, 21 ou 28 dias) e o fator “C”, da idade dos explantes
(30 ou 60 dias).

Foram utilizadas duas fontes de explantes, segmentos nodais isolados de
plantulas de origem seminal cultivadas in vitro em meio WPM (LLOYD; McCOWN,
1980), reduzido a metade da concentracéo de sais (Y2WPM), por 30 dias (explantes
com 30 dias); e segmentos nodais isolados de plantulas de origem seminal
cultivadas in vitro que permaneceram em meio (Y2WPM) por 30 dias e que, apés
esse periodo, foram transferidos para o meio fresco de igual composi¢cdo por mais
30 dias, totalizando 60 dias (explantes com 60 dias).

O meio nutritivo 2WPM foi acrescido dos antioxidantes (conforme o
tratamento), 30 g L de sacarose, 50 mg L' de mio-inositol e 7 g L! de agar. A
unidade experimental foi composta por um frasco de vidro com capacidade para 150

mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e trés explantes cada, sendo utilizadas 12
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repeticdes por tratamento, com um total de 288 explantes. O pH foi ajustado para
5,8 antes da inclusdo de agar e, posteriormente, 0s meios nutritivos foram
autoclavados a 121°C e 1 atm de pressao por 15 min. Os frascos foram vedados
com papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25+3°C e
fotoperiodo de 16 h com intensidade luminosa de 20 pmol m?2 s fornecida por
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

As avaliacOes foram realizadas aos 7, 14, 21 ou 28 dias, sendo consideradas
as seguintes variaveis: porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (explantes com
coloracdo verde), nimero de folhas por explante, porcentagem de clorose foliar
(amarelecimento das folhas) e porcentagem de oxidacgéo fendlica (escurecimento na

base dos explantes).

4.3.4 Efeito do agar na rizogénese in vitro de brotacbes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

O presente ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo unifatorial, em que os tratamentos foram constituidos das diferentes
concentracbes de agar (0; 3,5 ou 7 g L) adicionadas ao meio nutritivo, totalizando
trés tratamentos, com oito repeticdes cada, perfazendo um total de 72 explantes.
Cada unidade experimental foi composta por um frasco com capacidade para 150
mL, contendo 30 mL de meio nutritivo e trés explantes. As brotacdes utilizadas neste
ensaio, foram provenientes de plantulas germinadas in vitro e, na sequéncia,
cultivadas, durante 30 dias, em meio nutritivo WPM, acrescido de 30 g L* de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol, 7 g L' de &gar, sem a adicdo de
fitorreguladores.

Decorrido esse periodo, os explantes foram inoculados, em camara de fluxo
laminar, em meio nutritivo WPM, cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade
(*2WPM), acrescido de 30 g L' de sacarose, 50 mg L' de mio-inositol.
Adicionalmente, conforme o tratamento, foi acrescentado, ao meio nutritivo, agar, na
concentracédo de acordo com o tratamento, e 3,8 g de vermiculita. O pH foi ajustado
para 5,8 antes da inclusdo de agar (para 0os meios que o0 continham) e,

posteriormente, 0s meios nutritivos foram autoclavados a 121°C e latm de pressao
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por 15 min. Os frascos foram vedados com papel aluminio e mantidos em sala de
cultivo com temperatura de 25+3°C e fotoperiodo de 16h com intensidade luminosa
de 20umol m2s? fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.
A avaliacdo foi realizada ap6s 30 dias de cultivo in vitro. As variaveis
analisadas foram: sobrevivéncia (explantes com coloragdo verde), explantes com
formacgéo de raiz priméaria e com formacéo de raiz secundéria, todas expressas em
porcentagem, e também, o niumero de folhas por explante e o comprimento médio

de raizes (cm).

4.3.5 Aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

As plantas cultivadas no ensaio anterior, conforme descrito no item (4.3.4),
apos 30 dias de cultivo in vitro foram submetidas a aclimatizacédo ex vitro e avaliadas
em diferentes periodos, a seguir descritos, conforme utilizado por Leén (2014), com
algumas modificacBes. A unidade experimental consistiu de um copo plastico,
contendo uma planta, sendo distribuidas em delineamento inteiramente casualizado.
Foram utilizadas, no minimo, 10 mudas oriundas de cada tratamento (0; 3,5 ou 7g L
L de agar) em que havia sido induzida a formacéo de raizes, totalizando 42 plantas.
Os tratamentos consistiram das diferentes concentragbes de agar (0; 3,5 ou 7g L*
de &gar), provenientes do experimento anterior (4.3.4).

1° periodo de aclimatizac&o ex vitro (7 dias em sala de crescimento, com 0s
copos cobertos)

As mudas foram transferidas para copos plasticos transparentes, perfurados
no fundo, com capacidade para 300 mL contendo 250 mL de substrato [mistura de
vermiculita e substrato comercial, a base de casca de pinus, corretivo de acidez,
fertilizantes minerais, na proporcédo 1:1 (v/v)]. Os copos plasticos foram cobertos com
outro copo, de igual capacidade, também com o fundo perfurado, a fim de manter a
umidade no interior do copo e permitir que ocorressem trocas gasosas, promovendo
um microclima adequado a aclimatizagdo. Em seguida, os copos plasticos com as
plantas, foram distribuidos em bandejas plasticas contendo, em sua base, uma

lamina de agua destilada de 10mm. As bandejas foram dispostas em sala de
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crescimento sob temperatura de 25+3°C, fotoperiodo de 16 h com intensidade
luminosa de 20 umol m?s* fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo
luz do dia. Diariamente, foi verificada a umidade no interior dos copos e, quando
necessario, foram acrescidos 10 mL de agua destilada para manter o turgor hidrico
das plantas.

2° periodo de aclimatizac&o ex vitro (7 dias em sala de crescimento, com 0s
copos abertos)

Decorridos sete dias desde o inicio da aclimatizacdo foram retiradas as
coberturas dos recipientes, em seguida foi realizada a avaliagdo do 1° periodo de
aclimatizacdo ex vitro, sendo consideradas as variaveis: porcentagem de
sobrevivéncia (plantas com coloracdo verde), numero de folhas por planta,
porcentagem de clorose foliar (amarelecimento das folhas) e incremento em altura
das plantas (cm). Os copos foram dispostos, novamente, em sala de crescimento,
onde permaneceram por mais 7 dias e foi realizada a avaliagdo do 2° periodo de
aclimatizacdo ex vitro, sendo consideradas as variaveis: porcentagem de
sobrevivéncia (plantas com coloracdo verde), numero de folhas por planta,
porcentagem de clorose foliar (amarelecimento das folhas) e incremento em altura
das plantas (cm).

3° periodo de aclimatizacao ex vitro (28 dias em casa de vegetacéo)

A sequir, aos 21 dias de aclimatizacédo, as plantas foram transferidas para a casa de
vegetacdo. Em seguida, foram acondicionadas em vasos plasticos, com capacidade
para 1 L, os quais foram totalmente preenchidos com substrato [mistura de
vermiculita e substrato comercial, a base de casca de pinus, corretivo de acidez,
fertilizantes minerais, na proporgéao 1:1 (v/v)]. Os vasos foram dispostos em casa de
vegetacao, onde permaneceram por mais 28 dias, e entdo foi realizada a avaliagéo
do 3° periodo de aclimatizagdo ex vitro, sendo consideradas as variaveis:
porcentagem de sobrevivéncia (plantas com coloragcéo verde), numero de folhas por
planta, porcentagem de clorose foliar (amarelecimento das folhas) e incremento em

altura das plantas (cm), totalizando 49 dias de aclimatizacao ex vitro.
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4.3.6 Analises estatisticas

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

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

transformadas, sempre que necessario, pela fungéo m, sendo x o valor
observado. Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi
significativo, foi realizado teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de
erro para os tratamentos qualitativos e analise de regressdo polinomial, para os
quantitativos. Utilizou-se o programa estatistico SISVAR (Sistema para Analise de
Variancia) para Windows®, versdao 4.0 (FERREIRA, 2011). Para determinar a

precisdo dos ensaios foi estimado o indice de variacdo (IV), calculado por C—V, em

IN

que o IV é igual ao coeficiente de variacdo (CV) dividido pela raiz quadrada do
namero de repeti¢cdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).

4 4 Resultados e discussoes

4.4.1 Analise da qualidade sanitaria de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento

Houve efeito significativo da interacdo entre os dois fatores principais, periodo
de armazenamento e lotes, para 0s géneros fungicos Alternaria sp. (p=0,0000),
Botritys sp. (p=0,0000), assim, como também, para Curvularia sp. (p=0,0002),
Phoma sp. (p=0,0432), Rhizoctonia sp. (p=0,0028) e Rhizopus sp. (p=0,0198)
(Tabela 5). Ja para Aspergilus sp. (17%), Eppiccocum sp. (30,7%), Fusarium sp.
(23%) e Penicillium sp. (0,75%) ndo houve efeito significativo dos fatores principais

lotes e periodo de armazenamento, nem da interagao entre eles.
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Tabela 5 - Porcentagem média de incidéncia dos géneros fungicos identificados nas
sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, avaliadas no
teste de sanidade, em funcdo da interacdo entre os dois periodos de
armazenamento e os lotes 2011 ou 2013. UFSM, Santa Maria, RS. 2014.

Género fungico

Alternaria sp. Botritys sp. Curvularia sp.
Lote -- Periodo*
1 2 1 2 1 2
Lote 2011 63,0 Bb** 14,0 Aa 0,0 Aa 19,0 Bb 0,0 Aa 4,0 Aa
Lote 2013 7,0 Aa 65,0 Bb 4,0 Aa 1,5 Aa 41,0 Bb 11,0 Aa
v 8,48 17,92 12,55
Média 37,25 6,12 14,0
- Género fungico
Phoma sp. Rhizoctonia sp. Rhizophus sp.
Lote
- e e Periodo
1 2 1 2 1 2
Lote 2011 26,0 Ba 0,0 Aa 22,0 Aa 15,0 Aa 39,0 Aa 52,5 Aa
Lote 2013 22,0 Aa 17,0 Ab 11,0 Aa 58,0 Bb 58,0 Ab 98,0 Bb
[\/*** 14,60 17,15 4,36
Média 16,25 26,5 61,87

*1= primeiro periodo de armazenamento e, 2= segundo periodo de armazenamento, apés oito meses.
**Médias seguidas da mesma letra mindscula, nas colunas e maidscula nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As letras ‘a’ e ‘A,

1r

) , L . P N Cv
representam o resultado mais favoravel para as varidveis analisadas. ***IV (Indice de variacdo) = w
]

em que CV= coeficiente de variagdo e N= ndmero de repeticdes.

Houve incidéncia do género fungico Alternaria sp. nos dois lotes avaliados e,
também, nos dois periodos, sendo que no lote 2011, a maior incidéncia foi no
primeiro periodo de avaliacdo (63%), reduzindo-se no segundo periodo; ja no lote
2013, a maior média foi observada no segundo periodo de avaliacdo (65%). Para
Botritys sp. e Curvularia sp. houve incidéncia nos dois lotes avaliados, porém no lote
2011, esses géneros fangicos estiveram presentes apenas no segundo periodo de
avaliacdo. Em relacdo a Curvularia sp., no Lote de 2013, da mesma maneira que foi

observado em relacdo a Alternaria sp. no Lote 2011, houve uma reducdo em sua
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incidéncia no segundo periodo de avaliacdo. Sugere-se que tenha havido o controle
desse género por algum outro fungo com acao antagonista.

Phoma sp. contaminou sementes do lote de 2013 nos dois periodos de
avaliacdo, porém no lote de 2011, apenas no primeiro periodo avaliado foi
observada a presenca deste género fungico, de maneira semelhante ao que ocorreu
em relacdo a Alternaria sp. e Curvularia sp., e que foi comentado anteriormente.
Para Rhizoctonia sp., o lote 2013 mostrou aumento na incidéncia desse género
fangico no segundo periodo de avaliagdo, enquanto que, no lote 2011, a
porcentagem desse género fungico ndo diferiu significativamente apds oito meses
de armazenamento em refrigerador.

O género Rhizophus sp. apresentou elevada porcentagem meédia de
ocorréncia (61,87%) nos dois lotes observados, sendo que o lote 2013, em especial,
apresentou elevada incidéncia desse género fungico no segundo periodo de
avaliacdo (98%). J4 o lote 2011 apresentou médias de incidéncia que ndo diferiram
significativamente (39 e 52,5%) entre si no primeiro e segundo periodo avaliados
respectivamente.

No primeiro periodo de avaliagdo observou-se, que, no lote 2013, houve
maior incidéncia de géneros flngicos associados as sementes de H. chrysotrichus,
sendo observada a ocorréncia de nove géneros diferentes e, oito para o lote 2011.
Para o segundo periodo constatou-se a ocorréncia de nove géneros de fungos para
cada lote. Dessa maneira, pode-se dizer que no presente estudo, os dois lotes foram
afetados significativamente por diversos géneros fungicos, esse fator pode contribuir
para a reducdo na qualidade fisiolégica das sementes.

Em estudo com sementes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (acoita-cavalo),
avaliadas em dois periodos de armazenamento foram identificados em maior
incidéncia: Alternaria sp., Aspergillus sp., Botrytis sp., Curvularia sp., Epiccocum sp.,
Phoma sp., Fusarium sp., Rhizopus sp. e Rhizoctonia sp., e constatou-se que alguns
géneros fungicos identificados imediatamente apds o beneficiamento das sementes,
nao persistiram apos seis meses de armazenamento, bem como as sementes foram
infestadas por novos géneros fangicos durante o periodo armazenamento (LEON,
2014). Essa variacdo na ocorréncia dos géneros fungicos pode ser explicada, como
sendo consequéncia das caracteristicas dos frutos que abrigam as sementes, e,

principalmente, da forma como foram coletadas, beneficiadas e armazenadas
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(FERREIRA, 1989), incluindo-se nessa questdo, a presenca de géneros fungicos
gue se controlam mutuamente.

Outro estudo realizado com sementes de H. chrysotrichus apontou a
ocorréncia de nove géneros fungicos em duas amostras testadas, a saber:
Cladosporium sp., Alternaria alternata, Epicoccum sp., Phoma sp., Phomopsis sp.,
Aspergillus sp., Fusarium sp., Chaetomium sp. e Rhizoctonia sp. (MACIEL et al.,
2012). De maneira semelhante, em outro teste de sanidade realizado com duas
amostras de sementes de H. chrysotrichus foram detectados oito géneros de fungos,
cinco dos quais potencialmente fitopatogénicos (Alternaria alternata, Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., Cladosporium, sp., Phoma sp. e Phomopsis sp.) e outros dois
saprofitos (Epicoccum sp. e Aspergillus sp.) (FANTINEL et al., 2013).

Em estudo realizado objetivando avaliar a qualidade sanitaria de sementes de
Tabebuia serratifolia (ipé-do-cerrado) em periodos distintos, constatou-se a
presenca dos géneros: Fusarium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Curvularia sp., Bipolaris sp. e Rhyzopus sp. De maneira semelhante ao observado
no presente estudo, em outro trabalho com sementes de Tabebuia serratifolia (ipé-
do-cerrado), Rhyzopus sp. foi um dos géneros fungicos de maior ocorréncia, atingido
mais de 50% das amostras avaliadas, ap6s o0 armazenamento em camara fria
(SILVA, et al., 2008). Este género fungico esta no grupo dos fungos classificados
como de armazenamento, e esta associado a deterioracdo e perda de viabilidade
das sementes, pois se localiza preferencialmente no embrido (DHINGRA, 1985). Ja
em sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (leucena), foi avaliado o
efeito do periodo de armazenamento em relacdo a contaminacédo das sementes por
fungos, e 0s géneros Fusarium sp., Pestalotiopsis sp. e Curvularia sp. foram
detectados em um lote de sementes armazenado por 2 meses (MENDES et. al,
2011).

Adicionalmente, entre os géneros de fungos observados na maioria dos
ensaios de sanidade em sementes do género Tabebuia, podem-se citar: Alternaria
sp., Aspergillus sp., Claestomium spp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Diplodia sp.,
Epicoccum sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Phoma sp., entre outros (SANTOS et
al., 2000). Pode-se inferir que a maioria destes géneros fungicos séo favorecidos
pelo processo usual de coleta e beneficiamento de sementes.

Desta forma, o comportamento que os géneros flngicos apresentam no

presente estudo, pode ser atribuido a diversos fatores tais como, ao comportamento
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de cada patégeno em relacdo ao armazenamento, a presenca de agentes
antagonistas, bem como a forma com que o processo de coleta, transporte,
beneficiamento e armazenamento das sementes € conduzido. Deve ser
considerado, igualmente, que esses fungos podem se associar as sementes em
todas as etapas de producgéo, contribuindo para a reducdo na sua qualidade
fisiologica, disseminacdo de doengas em campo e transmissao para outros locais de
producédo (OLIVEIRA, 2012).

4.4.2 Anadlise da qualidade fisioldgica de dois lotes de sementes de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos em dois periodos de armazenamento

Houve efeito significativo da interacdo entre o periodo de armazenamento e
lotes, para as variaveis porcentagem de germinacédo (p=0,0440) e IVG (p=0,0427)
(Tabela 6).

Observa-se, inicialmente, que o Lote 2013 apresentou melhor qualidade
fisiolégica em ambos os periodos de armazenamento considerados, conforme se
esperava. Porém, decorridos oito meses de armazenamento em refrigerador, a
porcentagem de germinacéo, que diminuiu nos dois lotes avaliados, foi mais intensa
no lote 2011 (de 45,5% para 8%). Em decorréncia disso, o IVG também registrou
decréscimo para os dois lotes observados, passados 0s oito meses de
armazenamento. O declinio do IVG constatado para os dois lotes no segundo
periodo de avaliacdo pode estar vinculado a perda da viabilidade das sementes
durante o periodo de armazenamento.

Aléem disso, esses valores baixos de germinacdo apoOs oito meses de
armazenamento podem ter sido influenciados pela grande quantidade de géneros
fungicos detectados nas sementes de Handroanthus chrysotrichus, como por
exemplo, a alta incidéncia do género Rhizopus sp. Este género de fungos é
considerado de armazenamento e pode ser responsavel pela deterioracdo e perda
de viabilidade das sementes (DHINGRA, 1985). Estudos afirmam que, a
contaminacgdo fungica pode influenciar, de maneira direta, na qualidade fisiologica e,
até mesmo, inibir completamente a capacidade germinativa das sementes
(BOTELHO, et al., 2008; CASTELLANI et al., 1996).
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Tabela 6 - Médias de porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacao (IVG) de sementes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J.
Mattos, de dois lotes distintos, em dois periodos de armazenamento em refrigerador.
UFSM, Santa Maria, RS. 2014.

Germinacao (%) IVG
Lote el - ~--- Periodo” ~=---==-=m=mmmmmmemmee e
1 2 1 2
Lote 2011 45,5 Ab** 8,0 Bb 0,40 Ab 0,07 Bb
Lote 2013 66,5 Aa 41,0 Ba 0,59 Aa 0,37 Ba
[\/*** 3790 1,44
Média 40,25 0,36

*1= primeiro periodo de armazenamento e, 2= segundo periodo de armazenamento, apds oito meses.
**Médias seguidas da mesma letra minUscula, nas colunas e mailscula nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As letras ‘a’ e A

representam o resultado mais favoravel para as variaveis analisadas. ***|V (indice de variacio) =

em que CV= coeficiente de variacdo e N= ndmero de repeticdes.

Adicionalmente, no presente estudo, além das diferencas de germinabilidade
observadas para periodo de armazenamento, a porcentagem de germinacao das
sementes H. chrysotrichus foram diferentes entre os dois lotes avaliados, o que pode
estar relacionado, a principio, aos seus genotipos diferenciados, bem como as
condi¢cdes ambientais, como local e época da coleta dessas sementes, condi¢cdes
climaticas durante a maturacdo, grau de injuria mecéanica e secagem, aceleracéo
das atividades respiratérias da semente, elevados teores de umidade, bem como,
alteracbes quimicas e fisiologicas da préopria semente (NAKAGAWA, 1994;
OLIVEIRA, 2012).

Em estudo realizado com sementes de Tabebuia chrysotricha (ipé-amarelo)
(atualmente denominada Handroanthus chrysotrichus apos sofrer uma revisao
taxondmica), os melhores resultados foram obtidos quando foram armazenadas a
temperatura de 10°C, porém a partir dos 60 dias de armazenamento, a viabilidade
das sementes foi reduzida (MARTINS, et al., 2009). Em outro trabalho que
investigou a viabilidade das sementes dessa espécie, 0os autores afirmaram que as
sementes podem ser conservadas, sem prejuizo, em geladeira a 10 °C por
aproximadamente 150 dias (CARVALHO et al., 1976).
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Em sementes de Tabebuia serratifolia (ipé-do-cerrado) foram testadas
diferentes condi¢cdes de armazenamento (camara, laboratério e geladeira), e ocorreu
diminuicAio na germinacdo das sementes com o decorrer do tempo,
independentemente da forma de armazenamento, indicando que ocorre perda,
apesar das diferentes técnicas de armazenagem (SOUZA et al., 2005). Para esta
mesma espécie, outro estudo indicou que a germinacao tornou-se nula aos nove
meses de armazenamento em ambiente sem condi¢cfes controladas de temperatura
e umidade relativa do ar (SILVA et al., 2011).

Em contrapartida, alguns trabalhos relataram aumento no percentual
germinativo das sementes durante o armazenamento, como em sementes de
Tabebuia aurea (ipé-amarelo-do-cerrado), armazenadas em camara fria, em que
foram observados altos percentuais de germinacao, variando de 88% a 97%, e foi
constatado que a viabilidade das sementes foi mantida por até 120 dias (CABRAL et
al., 2003). Em outro estudo com a mesma espécie, apds armazenamento das
sementes durante 360 dias, em geladeira com temperatura de 13°C, o percentual de
germinacao foi de 99% (NEVES et al., 2014).

De maneira geral, as sementes de H. chrysotrichus sdo consideradas
ortodoxas e, por isso, 0 armazenamento em condi¢cdes de ambiente seco e frio deve
ser efetivo na manutencdo da sua qualidade fisiolégica (WETZEL, et al., 2003),
porém, alguns trabalhos apontam que as sementes desse género tém tendéncia a
perda de viabilidade em condicdbes de armazenamento (CABRAL et al., 2003;
MAEDA & MATHES,1984; MARTINS et al., 2009; SOUZA et al., 2005), o que requer
estudos mais aprofundados sobre a viabilidade das sementes de H. chrysotrichus

apos a colheita.

4.4.3 Efeito de antioxidantes no controle da oxidacao fendlica no estabelecimento in

vitro de segmentos nodais de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

Para a variavel sobrevivéncia houve efeito significativo apenas do fator
principal antioxidante (p=0,0318), os demais fatores, isolados e as suas interacdes,
ndo apresentaram efeitos significativos. O IV da variavel foi 3,73 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Sobrevivéncia média (%) de segmentos nodais de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos, aos 28 dias de cultivo, em meio nutritivo WPM
cuja concentracao de sais foi reduzida a metade (2WPM), em funcdo dos diferentes
antioxidantes (polivinilpirrolidona ou carvao ativado), independentemente do periodo
de avaliacdo e idade dos explantes. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Tratamento Sobrevivéncia (%)
Testemunha 94,77 b*

PVP 98,94 a
Carvao 98,38 a
Média (%) 97,55

IV (%)** 3,73

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

- o a v - o a .
resultado. **IV (Indice de variagdo) = v em que CV= coeficiente de variacdo e N= numero de

repeticoes.

Dentre os tratamentos testados, as maiores médias de sobrevivéncia foram
observadas com o uso dos antioxidantes polivinilpirrolidona (PVP) e carvao ativado.
A incluséo de substancias antioxidantes ao meio nutritivo tem sido relatada por
diversos autores, como uma condicdo indispensavel para o cultivo in vitro de
algumas espécies lenhosas (CORDEIRO, et al., 2004) nas quais a sobrevivéncia e
estabelecimento in vitro sédo dificultados pela liberacdo de exsudados derivados da
oxidagcdo de compostos fendlicos (WENDLING et al., 2006). Em estudo realizado
com Schizolobium amazonicum (Parica), foi observado que os segmentos nodais
cultivados em meio MS acrescido de polivinilpirrolidona (PVP) e carvao ativado
apresentaram alta porcentagem de sobrevivéncia dos explantes (CORDEIRO,
2002).

A analise da variavel niumero de folhas (IV= 11,09%) evidenciou efeito
significativo para o fator principal antioxidante (p=0,0000), e, também, para a
interacéo deste fator com o periodo de avaliacdo (p=0,0000) (Figura 8). Os demais
fatores, isolados e as suas interacdes, ndo apresentaram efeitos significativos.

A presenca do antioxidante PVP no meio nutritivo favoreceu a formacao de

maior niumero de folhas por explante (9,20), a qual aumentou, de maneira linear,
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durante os 28 dias de cultivo in vitro. Em vista disso, a resposta apresentada pelos
segmentos nodais de H. chrysotrichus em relacédo a formacao de folhas, pode ser
atribuida ao maior controle da oxidacéo pelo uso do PVP. Em trabalho realizado com
Syagrus oleracea (guarirobeira) (familia Arecaceae) os resultados foram
semelhantes ao observado no presente estudo, em que o PVP foi o antioxidante que
permitiu a formagcdo do maior numero médio de folhas (3,27) em plantulas de
guarirobeira cultivadas in vitro (MELO et al., 2001). O PVP também se mostrou
eficiente para o incremento do numero de folhas em segmentos nodais de
Leucadendron sp. (safari-do-sol) (SUAREZ et al., 2010).

A TESTEMUNHA M PVP CARVAO
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Figura 8 - Numero médio de folhas formadas em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, em funcdo da interacao entre
os diferentes antioxidantes (polivinilpirrolidona ou carvdo ativado) e o periodo de
avaliacao (7, 14, 21 ou 28 dias), independentemente da idade dos explantes (30 ou
60 dias). Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

N&o houve efeito significativo dos fatores testados e nem da interacédo para a
clorose foliar (IV=20,93%), sendo observada uma média geral de 36,21%. A clorose
foliar € evidenciada pelo amarelecimento das folhas e pode causar reducdo no
crescimento das brotagcdes (WENDLING et al., 2006).
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Para o carvao ativado, houve um ajuste linear crescente, o nimero medio de
folhas foi de 2,75 aos 28 dias de avaliagcéo, valor inferior ao observado para o
antioxidante PVP (Figura 8). Em Syagrus oleracea (guarirobeira), o carvao ativado
provocou uma reducao no desenvolvimento dos explantes aos 15 dias de cultivo in
vitro (MELO et al., 2001). Resultado semelhante foi observado no caso de Pistacia
vera (pistache) e Pistacea atlantica (carvalho-pistache) (MEDEROS-MOLINA;
TRUJILLO, 1999). Isso pode estar associado ao fato do carvao ativado ndo ser um
composto seletivo e ter efeito adsorvente (ZHOU et al., 2010), desse modo, podendo
ter imobilizado parte dos elementos que compdem o0 meio nutritivo e adsorvido
alguma substancia essencial para o desenvolvimento e incremento do ndmero de
folhas.

Para a variavel oxidacdo fendlica houve efeito significativo dos fatores
isolados antioxidante (p=0,0049), periodo de avaliacdo (p=0,0000), idade dos
explantes (p=0,0000) e, também, da interagdo dupla entre os fatores antioxidantes e
idade dos explantes (p=0,0001), e da interacdo entre antioxidantes e periodo de
avaliacao (p=0,0034), indicando respostas diferenciadas dos explantes em relacéo
aos tratamentos testados. O IV foi de 7,65%. Na Figura 9 esta apresentada a curva
de regressao ajustada para a interacdo entre antioxidantes e periodo de avaliacao.
Na Tabela 8, a interagdo entre antioxidantes e idade dos explantes.

Quando foi analisada a interacdo entre os fatores antioxidantes e periodo de
avaliacdo, aos 7 dias de cultivo in vitro, os explantes oxidaram em maior
porcentagem em todos os tratamentos. No entanto, no decorrer das demais
avaliacGes verificou-se um comportamento contrario, havendo um decréscimo linear
nas porcentagens médias de oxidacdo fendlica dos explantes. Apenas para o
antioxidante carvao ativado, houve um ajuste quadratico, sendo que, de acordo com
o calculo da MET, a menor porcentagem de oxidacdo para este tratamento ocorreria
aos 17 dias de cultivo in vitro (Figura 9).

Explantes de espécies lenhosas sé@o bastante suscetiveis ao escurecimento in
vitro o0 qual pode ser atribuido a liberacdo de exsudados derivados da oxidacdo de
compostos fendlicos, resultado direto do estresse causado pela injuria nos tecidos e
de reacfes quimicas induzidas por enzimas, que modificam a composicdo do meio

nutritivo e prejudicam o cultivo in vitro (ANDRADE et al., 2000).
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Figura 9 - Porcentagem média de oxidacdo fendlica em segmentos nodais de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos, em funcdo da interacdo entre
os diferentes antioxidantes (polivinilpirrolidona ou carvdo ativado) e o periodo de
avaliacao (7, 14, 21 ou 28 dias). Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

A ocorréncia de compostos fendlicos, geralmente, esta relacionada com a
reducdo nas meédias de estabelecimento e desenvolvimento dos explantes mantidos
sob condi¢cdes de cultivo in vitro (BASSAN et al., 2006). Em estudo realizado
anteriormente visando a micropropagacado de H. chrysotrichus foram observadas
elevadas taxas de oxidacao fendlica, em varias etapas do processo de multiplicacao
in vitro. Apesar disso, o desenvolvimento in vitro dos explantes néo foi comprometido
na maioria dos ensaios (PAIM, 2014). Da mesma forma, no presente estudo, apesar
da elevada porcentagem de oxidacdo fendlica observada aos 7 dias de cultivo in
vitro, no decorrer dos 28 dias de avaliacdo a oxidacdo regrediu consideravelmente
até o final do experimento.

Na auséncia de antioxidantes no meio nutritivo, ao longo dos 28 dias de
avaliacdo observou-se uma diminuicdo na porcentagem de oxidacao, ajustando-se a
um modelo linear decrescente. Esse resultado pode ser considerado satisfatério
levando-se em consideragdo o0 aspecto econdmico, visto que a adicdao de
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substancias antioxidantes ao meio nutritivo pode aumentar o custo da producéo in
vitro.

Em relacdo ao acréscimo de carvdo ativado no meio nutritivo, no presente
estudo, a porcentagem de oxidacéao fendlica apresentada pelos explantes aos 7 dias
de cultivo pode ser considerada elevada. Entretanto, nas avaliagdes seguintes foi
observado um comportamento decrescente a partir dos 14 dias e, aumentando
novamente aos 28 dias de cultivo in vitro.

Foi possivel observar, por meio da avaliacdo visual, que na presenca de
carvao ativado, alguns explantes apresentaram clorose foliar e redugdo no
desenvolvimento in vitro (Figura 10), porém a analise estatistica ndo evidenciou
diferencas significativas para esta variavel. Resultado semelhante foi observado
para Syagrus oleracea (guarirobeira), em que o carvdo ativado provocou uma
reducdo no desenvolvimento dos explantes, no entanto este foi eficiente no controle

da oxidacéo fenolica aos 15 dias de cultivo in vitro (MELO et al., 2001).

A B

Figura 10 - A) Brotagbes de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) J. Mattos
(ipé-amarelo), aos 28 dias de cultivo in vitro, em meio nutritivo 2WPM e adicéo de 1
gL de carvdo ativado apresentando sinais de clorose e pouco desenvolvimento in
vitro; B) Explante com aspecto clorético. Barra=1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Para Caesalpinia echinata (pau-brasil), o carvao ativado foi o tratamento que
melhor controlou a oxidacdo de discos foliares, aos 56 dias de cultivo in vitro. Da
mesma maneira, em Musa spp. (bananeira) a adicdo de carvao ativado ao meio de

nutritivo reduziu significativamente a taxa de multiplicacdo, porém controlou
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efetivamente o nivel de oxidacao das brotacdes mantidas sob condic¢des in vitro aos
30 dias (COSTA, et al., 2006). Esses resultados reforcam a ideia de que o carvao
ativado adicionado ao meio nutritivo pode agir promovendo adsorcao dos exsudatos
liberados pelo explante evitando a oxidacdo fendlica (MELO, et al.,, 2001), bem
como, pode também adsorver alguma substancia essencial para o desenvolvimento
das culturas, afetando o desenvolvimento in vitro (SILVEIRA, 2014).

Ainda em relacdo a porcentagem de oxidacao fendlica, quando foi analisada a
interacdo dupla entre os agentes antioxidantes e a idade dos explantes, observou-se
que, explantes com 30 dias de idade, cultivados na presenca de carvao ativado
apresentaram menor porcentagem média de oxidacdo quando comparados aos
explantes com 60 dias de idade (Tabela 8). Entretanto, quando foi empregado PVP
ou nenhum antioxidante (testemunha), ndo foi observada diferenca significativa na
oxidacgdo fendlica em explantes com 30 e 60 dias de idade. Explantes com 30 dias
de idade também tiveram sua oxidacdo fendlica controlada com o emprego de
carvdo ativado, o que ndo ocorreu com o0 emprego de PVP e no tratamento
testemunha, cujas médias de oxidacdo nado diferiram significativamente entre si, e
foram superiores a 75%.

A liberacdo de exsudados derivados da oxidacdo de compostos fendlicos no
meio nutritivo tem influéncia direta do genoétipo e do tipo de explante utilizado.
Tecidos jovens em geral oxidam menos que os mais velhos (TEIXEIRA, 2006). De
maneira geral, a fase de desenvolvimento do material vegetal utilizado pode
influenciar no processo de sobrevivéncia, estabelecimento e multiplicagcdo das
culturas in vitro, segmentos nodais de idade mais avancada nao sao indicados como
fonte de explantes, devido ao processo de oxidagdo fendlica que pode ocorrer
nesses segmentos (VIEITEZ, 1980). Em estudo realizado com Caesalpinia echinata
Lam (pau-brasil), explantes em fase jovem, apresentaram maiores niveis de
substancias oxidantes e menor porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento em
relacdo aos explantes que se encontravam em fase juvenil (WERNER, et al., 2009).
Frente ao exposto, para maior controle da oxidacéo fendlica in vitro, deve-se optar
por brotacdes fisiologicamente ativas em estadio primario de crescimento
(OLIVEIRA, et al., 2013).
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Tabela 8 — Oxidacdo fendlica (%) de segmentos nodais de Handroanthus
chrysotrichus (Mart ex DC.) J. Mattos, aos 28 dias de cultivo, em meio nutritivo WPM
cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (Y2WPM), em funcdo da interacao
entre antioxidantes (polivinilpirrolidona ou carvéo ativado) e idade dos explantes (30
ou 60 dias). Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Tratamento 30 dias 60 dias Média (%)
Testemunha 76,92 Ab* 83,25 Aa 80,08
PVP 78,17 Ab 88,06 Aa 83,11
Carvao 46,83 Aa 95,04 Ba 70,93
Média (%) 67,30 88,78 78,04
IV (%)** 7,65

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

[1pl]

L o a Cv o -
a” refere-se ao melhor resultado. **IV (Indice de variacao) = T €M que CV= coeficiente de variacéo
i

e N= numero de repeti¢cdes.

Com isso, torna-se necessaria a realizacdo de novos ensaios objetivando
testar outros agentes antioxidantes, além de verificar outras faixas de concentracdes

destes.

4.4.4 Efeito do &gar na rizogénese in vitro de brotagbes de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

Em relagcéo a sobrevivéncia in vitro (IV= 10,11%) das brotacdes houve efeito
significativo para o fator concentracado de agar no meio nutritivo (p=0,0038) (Tabela
9). Os tratamentos contendo agar na concentracdo de 7 g L' e auséncia de agar,
forneceram os melhores resultados, sendo verificada uma elevada porcentagem de
sobrevivéncia in vitro (100%) das brotacbes nestas condicbes. O tratamento
contendo agar na concentracdo de 3,5 gL, apresentou média de porcentagem de

sobrevivéncia in vitro mais reduzida (69,23%) quando comparada a média
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observada nos demais tratamentos. De maneira semelhante, em outro estudo
analisando o enraizamento in vitro de H. chrysotrichus, foram observadas elevadas
porcentagens de sobrevivéncia in vitro das brotacdes em ensaio realizado em meio
nutritivo 2WPM na presenca de vermiculita e 7g L' de agar (PAIM, 2014). Da
mesma forma, para a rizogénese in vitro de Peltophorum dubium (canafistula), foram
observadas elevadas médias de sobrevivéncia in vitro das brotacfes (superiores a
90%), independentemente dos substratos (vermiculita, Plantmax® ou areia fina,
combinados a presenca ou auséncia de agar) adicionados ao meio nutritivo MS
acrescido de 10 uM de AIB (CURTI; REINIGER, 2014).

Tabela 9 - Médias de porcentagem de sobrevivéncia, formacao de raizes primarias e
raizes secundarias em brotacdes de Handroanthus chrysotrichus (Mart ex DC.) J.
Mattos, aos 30 dias de cultivo in vitro, em meio nutritivo ‘Wood Plant Medium’ (WPM)
cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (2WPM), em funcdo das
concentracbes &gar acrescidas ao meio, combinadas com 3,8 g de vermiculita.
Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

. Raizes Raizes
Tratamento Sobrevivéncia (%) o .
primarias (%) secundarias (%)

LWPM+vermiculita+7 gLt &gar 100,00 a* 69,23 b 38,89 b
%WPM+vermiculita+3,5 gL 4gar 69,23 b 94,44 a 30,77 b
1LWPM+vermiculita 100,00 a 100,00 a 84,61 a
Média (%) 90,9 88,64 50,00

IV (%)** 10,11 11,98 8,75

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

resultado. **IV (indice de variagéo) = ﬁ, em que CV= coeficiente de variagdo e N= numero de

repeticoes.

Para a inducdo in vitro de raizes primarias (IV= 11,98%) e raizes secundarias
(IV= 8,75%) foi verificado efeito significativo das concentracfes de agar testadas
(Tabela 9). O tratamento que nao incluiu agar forneceu os melhores resultados tanto
para formacao in vitro de raizes primarias (100%) quanto de secundarias (84,61%)
(Figura 11C). O tratamento contendo agar na concentracédo 3,5 gL, promoveu alta

porcentagem de raizes primarias (94,44%), porém nao favoreceu a formagéo in vitro
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de raizes secundarias (30,77%) (Figura 11B). Ja o tratamento contendo &gar na
concentracdo 7 g L! mostrou-se menos favoravel a formacédo de raizes primarias
(69,23%) e a porcentagem de raizes secundarias também foi reduzida (38,89%)
nesta condicdo. Foi possivel observar, ainda, que devido a presenca de agar no
meio nutritivo, a vermiculita ficou fortemente aderida as raizes (Figura 11A). Por se
tratar de uma espécie lenhosa, esses resultados podem ser considerados
promissores e constituem um grande avanco para o cultivo in vitro da espécie, visto
que muitas espécies apresentam inumeras dificuldades nessa fase de cultivo.
Resultado semelhante foi obtido em Prunus cerasifera (pessegueiro), em que 0s
tratamentos consistiram de 7 g L' de agar ou 200 g L* de vermiculita adicionados ao

meio MS combinados com 0; 2,46; 4,92 e 7,38 uM de AIB e foi possivel substituir o

agar por vermiculita, obtendo-se uma porcentagem de rizogénese in vitro superior a
90%, ap0s 35 dias de cultivo (VIAGANO et al., 2007).

Figura 11 - Rizogénese in vitro em brota¢des de Handroanthus chrysotrichus (Mart.
ex DC.) J. Mattos, ap6s 30 dias de cultivo in vitro. A) Formacdo de raizes em
brotagédo subcultivada in vitro em meio nutritivo ¥2WPM, acrescido de vermiculita e 7
g Lt &gar; B) Formagéo de raizes em brotagéo subcultivada in vitro em meio nutritivo
5WPM, acrescido de vermiculita e 3,5 gL? agar; e C) Formacdo de raizes em
brotacdo subcultivada in vitro em meio nutritivo Y2WPM, acrescido de vermiculita na
auséncia de 4gar. Barra=1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Para Malus pumilla (macieira), foram incorporados ao meio nutritivo ¥2MS trés

tipos de substratos (&gar, vermiculita e cinza vegetal), na presenca de vermiculita
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foram observadas mais de 80% das miniestacas enraizadas, e a porcentagem de
formacdo de raizes secundarias foi de 71,6%, apos 35 dias de cultivo in vitro
(VIEIRA et al., 2007). Dessa forma, € possivel inferir que a utilizacdo de suportes
fisicos porosos, como a vermiculita umedecida com solug&o nutritiva, contribui para
uma formacgdo mais satisfatoria de raizes devido a maior aeracdo e retencdo de
agua no meio nutritivo (CALDAS, 1990). A aeracdo do meio nutritivo € importante
para a formacéo de raizes adventicias, sendo que Zimmerman e Broome (1979), por
exemplo, obtiveram melhores resultados com o uso de vermiculita adicionada ao
meio nutritivo, ao invés de agar, no enraizamento de diversas macieiras.

J4 para Peltophorum dubium (canafistula), a maior porcentagem de
enraizamento in vitro, foi atingida 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). Nos meios soélidos e semi-sélidos, o agar é o agente solidificante
tradicionalmente utilizado. Porém, diversos autores citam problemas na qualidade do
sistema radicular formado na presenca de agar (VIEIRA et al., 2007). Além disso,
dentre os componentes do meio nutritivo, 0 agar é a substancia de maior custo
(LEITE, 1995). Desta forma, o uso de outros suportes fisicos adicionados ao meio
nutritivo pode ser uma alternativa mais barata que visa reduzir o custo da producéo
in vitro.

Para o comprimento médio de raizes (IV=60,10%) e numero de folhas por
brotacdo (IV= 13,20%) nao foi verificado efeito significativo do fator concentracdo de
agar, sendo obtidas médias de 2,13 cm e 7,89, respectivamente. Em estudo anterior
com H. chrysotrichus foi utilizado o meio 2WPM acrescido de vermiculita e foi obtido
um comprimento médio de raizes de 0,92cm (PAIM, 2014). Alguns autores indicam
que o comprimento médio de raizes mais adequado € de 2 a 3 cm, pois,
dependendo do diametro do frasco e do niumero de explantes cultivados, as raizes
podem enovelar-se entre si (ROCHA, et al, 2006). Em decorréncia disso, as raizes
mais curtas sdo as mais adequadas para o transplantio, pelo fato das mesmas se
encontrarem em fase de crescimento ativo, facilitarem a retirada do meio nutritivo
aderido e evitarem a quebra (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).



76

4.45 Aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de Handroanthus

chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos

1° Periodo de aclimatizagdo ex vitro (7 dias em sala de crescimento, com
0S Copos cobertos)

No 1° periodo de aclimatizagdo ex vitro das plantas de H. chrysotrichus
propagadas in vitro, no qual ocorreu a transferéncia para o substrato das mudas que
apresentaram raizes bem formadas, provenientes do experimento 4.2.4, as variaveis
sobrevivéncia (IV=9,49%), numero de folhas (IV=9,38%), clorose (IV=55,53%) e
altura das plantas (IV=13,29%), ndo foram afetadas de maneira significativa pelo
fator concentracéo de agar. Aos 7 dias de aclimatizacdo ex vitro foi observada uma
média de 100% de sobrevivéncia das plantas. O numero meédio de folhas por
explante foi de 7,55. Para clorose foliar a porcentagem média foi de 25% e para
altura, a média observada foi de 3,29 cm. Pode-se observar, nesta etapa, que as
plantas responderam de forma positiva ao gradual processo de aclimatizacao
(Figura 12A).

2° periodo de aclimatizacdo ex vitro (7 dias em sala de crescimento, com 0s
copos abertos)

O 2° periodo de aclimatizacdo in vitro das plantas de Handroanthus
chrysotrichus ocorreu 7 dias ap0s a retirada da cobertura dos recipientes, sendo que
as plantas ainda estavam sendo cultivadas em sala de crescimento, com ambiente
controlado. Neste momento, as variaveis sobrevivéncia (IV=11,92%), nimero de
folhas (IV=11,73%) e clorose (IV=56,11%) apresentaram efeito significativo para o
fator concentracdo de agar (Tabela 10). Para a altura das plantas (IV=16,05%), nao
foi verificado efeito significativo do fator principal, sendo que a média geral foi de 3,3
cm.

A porcentagem de sobrevivéncia, no 2° periodo de aclimatizacdo ex vitro,
levando-se em consideragdo os tratamentos do ensaio de rizogénese in vitro, pode
ser considerada alta nesta etapa, os tratamentos com auséncia e agar na
concentracdo 3,5 gL proporcionaram 100% de sobrevivéncia das plantas. Ja o
tratamento com a maior concentracdo de &gar, apresentou uma média de

sobrevivéncia inferior (72,22%). Esta resposta pode estar relacionada ao fato de que



77

as raizes desenvolvidas na presenca de agar geralmente sdo quebradicas e néo
possuem pelos absorventes (ROCHA, et al, 2006). Deve-se considerar, também,
que a auséncia de raizes secundarias em plantas micropropagadas pode ser
atribuida, muitas vezes, a presenca de agar (VIAGANO et al., 2007). Dessa maneira,
a baixa funcionalidade do sistema radicular formado no meio de enraizamento in
vitro pode resultar em morte das mudas na fase de aclimatizacdo (LANE, 1992). Em
Peltophorum dubium (canafistula), foi observado que plantas desprovidas de raizes
secundarias ndao foram capazes de enraizar e sobreviver durante a fase de

aclimatizacado em sala de crescimento (CURTI, 2014).

Tabela 10 - Médias de porcentagem de sobrevivéncia, nimero de folhas e
porcentagem de clorose foliar em mudas de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC) J. Mattos, 7 dias apés a retirada da cobertura dos recipientes e 14 dias de
aclimatizacao ex vitro em sala de crescimento. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Tratamento Sobrevivéncia (%) Nufglir:sde Clorose (%)
LWPM+vermiculita+7gL™* agar* 72,22 b** 5,83b 11,11 a
WPM-+vermiculita+3,5gL agar 100,00 a 9,33 a 11,11 a
LWPM +vermiculita 100,00 a 9,85 a 46,15 b
Média (%) 87,5 7,92 22,5

IV (%)*** 11,92 11,73 56,11

*tratamentos provenientes do ensaio anterior de rizogénese in vitro **médias seguidas de letras
minUsculas diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. ***IV (indice de variac&o)

H, em que CV= coeficiente de variacdo e N= nimero de repeti¢des.

O numero de folhas por planta também foi influenciado significativamente
pelos tratamentos do ensaio de rizogénese, assim como ocorreu com a
sobrevivéncia, em que o tratamento com auséncia de agar e aquele em que o agar
estava presente na concentracdo 3,5 gL foram os que mostraram os melhores
resultados (Figura 12B e C). Esse resultado permite inferir que, provavelmente, as
plantas que formaram um maior numero de folhas, foram as mesmas que

apresentaram formacao de raizes secundarias no ensaio de rizogénese in vitro, visto
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gue estas estruturas sdo fundamentais para se obter um sistema radicular eficiente e
capaz de captar nutrientes para o crescimento e desenvolvimento da muda.

Contrariamente, para a clorose foliar, nesta etapa de aclimatizacdo, maior
porcentagem foi observada nas plantas provenientes do tratamento em que o agar
esteve ausente (46,15%), a qual diferiu significativamente dos outros dois
tratamentos que incluiam o agente gelificante. O aparecimento de clorose foliar pode
sinalizar algum tipo de estresse que a planta esta sofrendo (WENDLING et al.,
2006). Neste caso, a clorose e uma eventual posterior senescéncia foliar pode ser
uma resposta natural das plantas, visando garantir a manutencao minima das suas
funcdes vitais (LEON, 2014). Entretanto, deve-se esclarecer que a incidéncia de
clorose foliar observada nesta etapa, ndo impediu o processo de aclimatizacdo ex
vitro das plantas.

3° periodo de aclimatizacao ex vitro (28 dias em casa de vegetacéo)

No 3° periodo de aclimatizacdo ex vitro, apenas a variavel nimero de folhas
(IV=19,4%) apresentou efeito significativo para o fator concentracdo de agar.
Observou-se maior numero de folhas (13,08) nas plantas provenientes dos
tratamentos em que o agar nao foi adicionado ao meio nutritivo (Tabela 11) (Figura
12 D, E e F). Um maior numero de folhas formadas nesta etapa contribui para o
processo de adaptacdo as condicdes ambientais, visto que elas desempenham

importante papel no processo da fotossintese.

Tabela 11 - Namero de folhas em plantas de Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC.) J. Mattos, aos 28 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacdo, em funcéo das
concentragcbes de 4gar acrescidas ao meio, combinadas com 3,8 g de vermiculita
provenientes do ensaio de rizogénese in vitro. Santa Maria, RS, UFSM, 2014.

Tratamento Numero de folhas
L.WPM+vermiculita+7gLt agar* 8,31 b**
WPM-+vermiculita+3,5gL* agar 8,89 b
.WPM +vermiculita 13,08 a
Média (%) 10,23

IV (%)**+ 14,71

*tratamentos provenientes do ensaio anterior de rizogénese in vitro **médias seguidas de letras
minUsculas diferentes na coluna diferem S|gn|f|cat|vamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. A letra “a” refere-se ao melhor resultado. ***IV (indice de variag&o)

H, em que CV= coeficiente de variagcdo e N= nimero de repeti¢cdes.
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As variaveis sobrevivéncia (1V=9,82%), clorose foliar (IV=29,87%) e altura das
plantas (IV=15,25%) ndo foram afetadas de maneira significativa pelo fator
concentracdo de agar. Apresentando meédias de 91,43%, 2,86% e 3,97 cm
respectivamente. Cabe ressaltar que a porcentagem de sobrevivéncia, no 3° periodo
de aclimatizacdo ex vitro pode ser considerada alta, haja vista que, em estudo
anterior ndo foi possivel promover a aclimatizagdo ex vitro das plantas
micropropagadas de H. chrysotrichus de maneira satisfatoria (PAIM, 2014). Assim,
no presente estudo, pode-se afirmar que as mudas de H. chrysotrichus
aclimatizadas apresentaram sinais de crescimento e desenvolvimento, bem como,
demonstraram adaptacdo ao ambiente ex vitro. Esses resultados mostram que,
provavelmente, o sistema radicular formado foi eficiente para suprir as demandas
das plantas produzidas.

Para Malus pumilla (macieira) foi observada uma média de 93,5% de
sobrevivéncia ex vitro das plantas micropropagadas em meio nutritivo contendo
vermiculita e cinza vegetal, apos 40 dias em estufa. Neste caso, a maior aeracéo
proporcionada ao meio nutritivo com a adicdo de vermiculita permitiu a inducéao de
raizes ramificadas com presenca de pelos absorventes, que sdo importantes para o
sucesso da fase de aclimatizacao (VIEIRA et al., 2007).

A fase de aclimatizacdo ex vitro constitui-se em uma etapa bastante critica,
pois as plantas enraizadas in vitro passam de uma situacdo de reduzido fluxo
transpiratério, para um ambiente que demanda um incremento na taxa de
transpiracdo, tornando-se suscetiveis ao estrese hidrico (XAVIER, et al., 2009).
Portanto, a aclimatizacao deve ser realizada de forma gradual e cuidadosa (ROCHA,
et al., 2008), sendo que o sucesso desta fase € dependente de varios fatores, entre
0s quais pode-se citar, a qualidade das brotacdes obtidas na fase de enraizamento,
a resposta da espécie e, também, a estrutura de aclimatizagdo (XAVIER, et al.,
2009) que incluiu temperatura, luminosidade, umidade, substrato e nutrientes
(OLIVEIRA, et al., 2013).

A aclimatizacdo de Didymopanax morototoni (caixeta) foi realizada por meio
da abertura gradual dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em agua corrente,
utilizagdo de substrato esterilizado e cobertura das plantulas com garrafas plasticas
transparentes, obtendo-se 65% de sobrevivéncia (MANTOVANI et al., 1999).
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Diversos trabalhos relacionados a aclimatizacdo ex vitro de plantas
micropropagadas ja foram realizados, em espécies como Cabralea canjerana
(canjerana) (ROCHA et al., 2007); Maclura tinctoria (amora do mato) (GOMES et al.,
2010); Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa) (RIBAS et al., 2005); Cydonia

oblonga (marmeleiro); (ERIG, et al., 2004); entre outros, sendo que em todos foi

observada elevada taxa de sobrevivéncia.

Figura 12 - Etapas do processo de aclimatizacdo ex vitro de plantas de
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos (ipé-amarelo). A) 1° periodo de
aclimatizacdo ex vitro (7 dias); B) 2° periodo de aclimatizacdo ex vitro, recipientes
sem cobertura (14 dias em sala de cultivo); C) mudas aos mudas 21 dias, ainda em
sala de cultivo; D) transferéncia das brotacdes para a casa de vegetagdo (21 dias de
aclimatizacdo ex vitro); E) 3° periodo de aclimatizacdo ex vitro (28 dias em casa de
vegetacao) e F) mudas apds 49 dias de aclimatizacdo ex vitro. Santa Maria, RS,
UFSM, 2014.

4.5 Conclusdes

A incidéncia de alguns géneros fangicos, como Alternaria sp., Botritys sp.,
Curvularia sp., Phoma sp., Rhizoctonia sp. e Rhizopus sp., é afetada

significativamente pelo lote e periodo de armazenamento. Entretanto, a associagédo
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das sementes de H. chrysotrichus com outros géneros fungicos, como Aspergilus
sp., Eppiccocum sp., Fusarium sp. e Penicillium sp., ndo é influenciada por nenhum
dos fatores avaliados no presente estudo.

A germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo também foram
influenciados significativamente pelo lote e periodo de armazenamento. O Lote 2013
apresenta melhor qualidade fisiologica em ambos os periodos de armazenamento
considerados.

O antioxidante carvao ativado é mais eficiente para promover o controle da
oxidacdo fendlica em segmentos nodais de H. chrysotrichus, porém estudos
adicionais devem ser efetuados.

E possivel obter alta porcentagem de rizogénese in vitro e brotaces de H.
chrysotrichus com caracteristicas adequadas para o0 processo de aclimatizacao
quando cultivadas na auséncia de 4gar e com a adicdo de vermiculita ao meio
nutritivo WPM, cujas concentracdes de sais foram reduzidas a metade (Y2WPM).

E possivel promover a aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de
H. chrysotrichus, reduzindo-se o0 estresse causado pela diferenca entre os

ambientes in vitro e ex vitro.



CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho fornece contribuicbes para a propagacao vegetativa de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. e Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex
DC.) J. Mattos.

Inicialmente, em relacdo as sementes de N. megapotamica verificou-se um
elevado teor de agua, o que pode justificar a elevada incidéncia de micro-
organismos associados as sementes. Também foi observado que a germinacéo in
vitro de sementes de N. megapotamica € favorecida em meio nutritivo MS na sua
formulacdo completa de sais.

No que diz respeito a miniestaquia em N. megapotamica, as médias obtidas
para a formagdo de raizes ainda sdo inferiores ao que tem sido registrado na
literatura para outras espécies. Todavia, por se tratar de uma espécie florestal nativa
do Brasil, que ainda carece de informacdes quanto a producdo de mudas, 0s
resultados podem ser considerados satisfatérios, sendo necessaria a realizacdo de
estudos adicionais.

Em relacdo aos estudos com sementes de Handroanthus chrysotrichus
verificou-se, primeiramente, que a incidéncia de alguns géneros fungicos é
influenciada pelo lote e pelo periodo de armazenamento em refrigerador, enquanto a
associacdo com outros micro-organismos independe desses dois fatores. A
germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo também sé&o influenciados
significativamente pelo lote e periodo de armazenamento, mas o lote mais novo, de
2013, conforme se esperava, apresenta melhor qualidade fisiolégica em ambos os
periodos de armazenamento considerados.

No que concerne aos estudos de cultura de tecidos com H. chrysotrichus,
observou-se que o meio nutritivo WPM, cujas concentracdes de sais foram reduzidas
a metade (2WPM), adicionado de 3,8 g de vermiculita, é eficiente para produzir
brotagbes com raizes adventicias e com caracteristicas fisicas adequadas para
promover a aclimatizagdo ex vitro. Estes resultados mostram que é possivel reduzir
consideravelmente o custo de producdo de mudas, sem a adicdo de componentes,

como o agar, que é relativamente caro.
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A aclimatizacdo ex vitro de plantas micropropagadas de H. chrysotrichus é
bem sucedida, se realizada de forma gradual, que compreende desde a fase de
enraizamento das brotacdes, aclimatizacdo em sala de cultivo e posterior,
transplante para casa de vegetacéao.

Finalmente, devem ser realizados estudos adicionais baseados nas principais
respostas obtidas no presente estudo, visando obter resultados satisfatérios para a
producdo de mudas de qualidade de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez. e
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) J. Mattos.
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