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RESUMO

COSTA, Nathalia de Lima. Micropropagacao de Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbr
por meio de gemas axilares. 53 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e
Florestais). Instituto de Florestas, Departamento de Silvicultura, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F.Macbr (garapa) é conhecida pelo alto valor madeireiro e
seus usos multiplos, por isso sofreu intensa exploracdo madeireira ao longo da Mata
Atlantica. Por apresentar dificuldades para propagacao seminal, a micropropagacao pode
ser uma alternativa para producéo de mudas da espécie. Com isso, 0 objetivo do estudo
foi desenvolver etapas da micropropagacdo da A. leiocarpa utilizando gemas axilares,
obtidas a partir de sementes germinadas in vitro. No primeiro experimento para a
multiplicacdo in vitro foram testadas seis concentracdes de BAP (0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0 e
16,0 uM) combinadas com duas concentracbes de ANA (0 e 0,5 pM) em um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 x 2. No segundo
experimento para a multiplicacdo, testou-se a troca gasosa pela presenca e auséncia de
membrana nas tampas dos frascos e quatro concentracdes de sacarose (0,5, 15e30¢g L"
1) em delineamento inteiramente casualizado no esquema fatorial 2 x 4. Ap6s 30 dias de
cada experimento foram mensuradas variaveis: nimero e tamanho de brotacao, formacéo
e tamanho de calo, numero de gemas, oxidacdo do meio de cultura e vigor visual dos
segmentos nodais. No terceiro experimento testou-se 0 enraizamento in vitro de
segmentos nodais submetidos a pulsos de 1, 2, 4 e 8 dias em meio de cultura contendo
100 uM AIB ou ANA. Apos 60 dias foram avaliados o numero e comprimento de raizes,
formacéo e tamanho de calo. A adi¢cdo do BAP proporcionou maior nimero de brotaces
(7,1 uM) e de gemas (8,0 uM), porém ANA ndo influenciou na multiplicacdo dos
segmentos nodais. A auséncia de membrana promoveu melhores resultados em
comparagdo com a presenca de membrana e as diferentes concentracfes de sacarose ndo
influenciaram na multiplicacdo dos segmentos nodais de garapa. O aumento do tempo de
pulso de auxina reduziu o tamanho do calo e 0 uso de ANA proporcionou maior média
do namero de raizes (3,23), sendo assim recomendado seu uso.

Palavras-chave: Multiplicacéo, enraizamento, garapa
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ABSTRACT

COSTA, Nathalia de Lima. Micropropagation of Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbr
by means of axillary buds. 53 p. Dissertation (Master in Environmental and Forest
Sciences). Forest Institute, Department of Forestry, Federal University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F.Macbr (garapa) is known for its high timber value and
multiple uses, for that it suffered intense logging along the Atlantic Forest. Because it
presents difficulties for seminal propagation, micropropagation can be an alternative for
the production of seedlings of the species. Thus, the aim of the study was to develop steps
for the micropropagation of A. leiocarpa using axillary buds obtained from in vitro
germinated seeds. In the first experiment for in vitro multiplication, six concentrations of
BAP (0; 2.0; 4.0; 8.0; 12.0 and 16.0 uM) were tested combined with two concentrations
of NAA (0 and 0.5 uM) in a completely randomized design in a 6 x 2 factorial. In the
second experiment for the multiplication, the gas exchange was tested by the presence
and absence of membrane on the bottle caps and four sucrose concentrations (0, 5, 15 and
30 g L) in a completely randomized design in a 2 x 4 factorial. After 30 days of each
experiment, variables were measured: number and size of shoot, callus formation and
size, number of buds, oxidation of the culture medium and visual vigor of the nodal
segments. In the third experiment, the in vitro rooting of nodal segments submitted to
pulses of 1, 2, 4 and 8 days in culture medium containing 100 uM IBA or NAA was
tested. After 60 days, the number and length of roots, callus formation and size were
evaluated. The addition of BAP provided a greater number of shoots with the best
concentration (7.1 uM) and buds (8.0 uM), but NAA did not influence the multiplication
of nodal segments. The absence of membrane promoted better results compared to the
presence of membrane and the different concentrations of sucrose did not influence the
multiplication of nodal segments of garapa. The increase in auxin pulse time reduced the
callus size and the use of NAA provided a greater number of roots mean (3.23), and its
use is therefore recommended.

Keywords: Multiplication, rooting, garapa
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1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica, detentora de elevada biodiversidade e alto grau de endemismo,
esta restrita a aproximadamente 12,4% de sua area original no territdrio brasileiro devido
a exploracdo madeireira, a expansdo agropecuéria e a expansdo urbano-industrial
(FUNDAGCAO SOS MATA ATLANTICA E INPE, 2019). E considerada um dos mais
importantes biomas do mundo e também um dos mais ameagados, sendo um “hotspot
mundial” para conservagdio (MYERS et al., 2000; FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2018). Destaca-se que a Mata Atlantica hospeda uma diversidade de
espeécies da flora por unidade de area superior da maioria das florestas amazonicas (JOLY;
METZGER; TABARELLI, 2014).

A crescente fragmentacdo da floresta tropical tem causado impacto negativo no
ecossistema provocando o isolamento de comunidades bioldgicas, reduzindo a
biodiversidade e alterando o0s processos bioldgicos, a distribuicdo e a estrutura
populacional de espécies florestais em diferentes ambientes (MORETTI et al., 2020).
Além disso, causa alteracao na quantidade de animais que fazem a dispersdo de sementes,
0 que reduz consequentemente a abundancia de plantas que dependem desses animais
para transportar suas sementes (BENITEZ-MALVIDO, 1998). A baixa disponibilidade
de sementes de diversas espécies nativas florestais somada a dificuldade de obtencéo e de
coleta sdo fatores que contribuem para o aumento da vulnerabilidade destas espécies
(OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). Dentre as espécies florestais encontradas na
Mata Atlantica que apresentam potencial de uso econdmico e de restauracdo de areas
degradadas estd a leguminosa Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F.Macbr., popularmente
conhecida como garapa, essa espécie é conhecida pelo alto valor madeireiro e seus usos
maltiplos (FREIRE et al., 2020).

A germinagéo de sementes de A. leiocarpa ocorre de forma lenta e irregular. Sem
qualquer tratamento das sementes, a média de germinacdo da espécie, de acordo com
Castro et al. (2019) e de 27,0% em comparagdo com 76,1% com tratamento quimico.
Fabris, Gerber e Sartoretto (2016) encontraram resultado parecido com melhor resultado
em sementes germinadas apos o uso de tratamento quimico com média de 92% e 58%
sem tratamento. Além disso, a espécie apresenta tegumento resistente sendo fundamental
a quebra de dorméncia na germinacdo das sementes. Com a utilizacdo de meétodos
artificiais pode-se aumentar e acelerar a germinacao das sementes (CASTRO et al., 2019).
De acordo com Felippi et al. (2012) a variabilidade genética entre matrizes e a influéncia
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ambiental também sao fatores que podem influenciar a qualidade fisiologica das sementes
de garapa. Portanto, essas caracteristicas da espécie sdo complicadoras para a produgdo
de mudas. A propagacdo vegetativa de espécies florestais constitui alternativa a
propagacgdo seminal, pois a propagacdo vegetativa proporciona o resgate e a conservagao
de recursos genéticos florestais cuja germinacao por vias tradicionais € limitante (DIAS
etal., 2012; DIAS; BRONDANI, 2013; HARTMANN et al., 2014).

Entre as técnicas de propagacdo vegetativa, a micropropagacdo, tem sido
considerada aquela que mais se difundiu nas ultimas décadas (XAVIER; WENDLING;
SILVA, 2021), é uma ferramenta que mantém plantas com fidelidade genética e limpeza
clonal (produgdo de plantas livres de doencas) armazenamento de germoplasma e
propagacao clonal (CARDOSO; GERALD; SILVA, 2018; VIDAL-LIMON et al., 2018).
Dependendo das espécies e condicdes culturais e 0 objetivo da reproducao, a propagacao
in vitro pode ser alcancada pelos seguintes métodos basicos: proliferacdo de gemas
axilares (cultura de brotos), multiplicacdo via embriogénese somatica e multiplicacdo
mediante a inducdo de gemas adventicias atraves da organogénese.

A micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares baseia-se de gemas pré-
formadas. Essa técnica segue um protocolo que vai desde o isolamento do explante
estimulado ao crescimento por reguladores de crescimento até a obtencdo da muda
micropropagada (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2021), no protocolo temos as fases:
1) selecdo do explante podendo ser por inducdo de brotacdes ou por sementes 2)
desinfestacdo dos explantes e estabelecimento in vitro 3) multiplicacdo e alongamento
das brotacbes e 4) enraizamento e aclimatagdo para a obtencdo das plantulas
micropropagadas (HARTMANN, et al. 2014). Estes estudos constituem uma alternativa
promissora para solucionar o problema da producio de mudas de garapa. E importante
destacar que estudos anteriores obtiveram sucesso para a etapa de desinfestacdo e
germinacdo de garapa obtendo os melhores resultados com hipoclorito de sédio, onde foi
possivel a obtencdo de 84,3% de sementes germinadas (LENCINA et al., 2014). No
entanto, Castro et al. (2019) encontraram resultados mais expressivos utilizando acido
sulfarico para a desinfestacdo e quebra de dorméncia das sementes também desta espécie.
Dessa forma, pode-se considerar essa etapa superada para a espécie em questao.

Estudos voltados para a propagacdo vegetativa, especificamente a
micropropagacdo da espécie nativa garapa, S0 escassos na literatura. Portanto, a
importancia desse estudo vem de encontro com a necessidade de avango em

conhecimento da técnica de micropropagacgdo da Apuleia leiocarpa, espécie que possui

14



vulnerabilidade de extin¢do, valor econdmico, potencial para restauracdo ambiental, ciclo

de vida longo e dificuldade na producéo de sementes.

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Desenvolver etapas do protocolo de micropropagacdo da Apuleia leiocarpa

utilizando gemas axilares oriundas da germinagédo de sementes.
2.2. Objetivos Especificos

e Induzir a multiplicacdo de segmentos nodais com gemas axilares da Apuleia
leiocarpa sob influéncia de concentracBes de citocinina 6-benzilaminopurina
(BAP) e da auxina &cido naftalenoacético (ANA);

e Induzir a multiplicagdo de segmentos nodais com gemas axilares da Apuleia
leiocarpa sob influéncia de concentragdes de sacarose e da troca gasosa (tipo de
vedacdo da tampa) por meio de uso de membrana;

e Induzir o enraizamento de segmentos nodais com gemas axilares da Apuleia
leiocarpa sob influéncia das auxinas acido indol-butirico (AIB) e acido

naftalenoacético (ANA) em funcao do tempo de pulso.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Mata Atlantica

Com aintensa perda de habitat, muitas vezes devido as expansdes urbana, agricola
e industrial, as florestas continuam a serem desmatadas com o intuito da exploracao ilegal
de madeira e do uso ndo sustentavel da préatica agropecuaria (TABARELLI; SILVA;
GASCON, 2004; VITOUSEK et al., 2008; CROUZEILLES et al., 2019). Essa realidade
tambem se aplica a Mata Atlantica, uma das florestas mais ricas em biodiversidade de
espécies e ameacadas do planeta, que abriga um dos lugares no mundo de maior biota
florestal decorrente dos seus niveis excepcionais de endemismo de espécies (MYERS et
al., 2000; MITTERMEIER et al., 2004, FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA e
INPE, 2019). O bioma abrange cerca de 15% da area total do territorio brasileiro e, restam
apenas 12,4% da floresta que existia originalmente (FUNDACAO SOS MATA
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ATLANTICA, 2019), representando atualmente 28% da sua area original, com uma
cobertura vegetal remanescente de 32 milhdes de hectares (REZENDE et al., 2018;
FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2019).

O acelerado ritmo de reducdo e fragmentacdo da flora provoca a perda da
biodiversidade dos ecossistemas, comprometendo a disponibilidade de recursos
ambientais. Estas perturbagdes representam os principais fatores que levam a extingdo de
espécies (VALIENTE-BANUET et al., 2015). Mesmo com a perspectiva positiva
demonstrada pelo trabalho de Rezende et al. (2018) em que foram detectadas areas
maiores de cobertura florestal em relacéo a trabalhos anteriores, esse bioma permanece
como um dos “hotspot” de biodiversidade e, portanto, altamente ameacado. Cerca de
1544 espécies vegetais e 380 espécies animais estdo ameacadas, 0 que equivale a 60% do
total da lista de espécies ameacadas da flora e fauna brasileira (PAGLIA; FONSECA,
SILVA, 2008; MARTINELLI et al., 2018).

Dentre as diversas espécies arbdreas encontradas no bioma Mata Atlantica, que
apresentam importancia econdmica, social e ambiental, destaca-se a espécie Apuleia
leiocarpa (garapa) que se encontra em situacdo de vulnerabilidade, pertencente a familia
Fabaceae que é reconhecida por sua diversidade de usos e pelo elevado valor econémico

madeireiro e ndo-madeireiro (LIMA, 2015).

3.2. Apuleia leiocarpa

A garapa, grapia, ou amareldo, pertence a familia Fabaceae - Caesalpinioideae,
possui distribuicdo natural nos biomas Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica
(FLORA DO BRASIL, 2019). Tipica do Rio Grande do Sul, possui aproximadamente 35
m de altura e 100 cm de didmetro a altura do peito (DAP), a espécie € reconhecida pela
qualidade da madeira, potencial apicola, medicinal, paisagistico e florestal (FELIPPI,
2010).

A garapa é classificada como semi-heliofila, que tolera sombreamento entre 50%
e 70% de intensidade, indicando um melhor desempenho da espécie em condicOes de
fechamento de dossel, portanto é uma espécie climax que raramente ocorre em formacgoes
secundarias abertas (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003).

A madeira da garapa é moderadamente pesada (densidade 0,83 g cm®), facil de
trabalhar, de longa durabilidade, podendo ser atacada por cupins e € bastante utilizada na

construcdo civil (LORENZI, 1992). Além da madeira, a garapa apresenta potencial para
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a producéo apicola, para propriedades medicinais e para producao de substancias tanantes
(CARVALHO, 2003).

Os relatos existentes sobre a producdo de mudas de garapa abordam, em sua
maioria, a propagacao por sementes (LENCINA et al., 2014), apesar da germinacao
ocorrer de forma lenta e irregular. A espécie apresenta tegumento resistente sendo
fundamental a quebra de dorméncia na germinacdo das sementes. Sem a quebra de
dorméncia, a inducéo a germinagdo é inviavel pelo método tradicional (NICOLOSO et
al., 1998), a média de germinacao da espécie, de acordo com Castro et al. (2019) € de
27,0% em comparacao com 76,1% com tratamento quimico. Fabris, Gerber e Sartoretto
(2016) encontraram resultado parecido com melhor resultado em sementes germinadas
apos o uso de tratamento quimico com média de 92% e 58% sem tratamento. De acordo
com Felippi et al. (2012) a variabilidade genética entre matrizes e a influéncia ambiental
também sao fatores que podem influenciar a qualidade fisiol6gica das sementes de garapa.
Portanto, essas caracteristicas da espécie sdo complicadoras para a producdo de mudas.

Freire et al. (2020) concluiram que o uso de auxina AIB ndo influenciou o
enraizamento de garapa por meio da miniestaquia. E, Silva et al. (2021) encontraram bons
resultados para A. leiocarpa por miniestaquia, sem 0 uso de auxina, promovendo mudas
vigorosas com alta taxa de sobrevivéncia, chegando a 95% de sobrevivéncia das
miniestacas derivadas de minicepas produzidas com sementes, que apresentaram
capacidade de rebrota durante um ano.

A garapa possui frutificacdo irregular e as arvores atingem altura de até 35 m, o
que dificulta a coleta das sementes (CARVALHO, 2003). Por isso, estudos indicam que
ha a necessidade de utilizar o tratamento quimico para potencializar a germinacao de
sementes desta espécie, chegando a até 92% de germinacdo (FABRIS; GERBER e
SARTORETTO, 2016; CASTRO et al., 2019). Além disso, devido a intensa exploracédo
para extracdo de madeira e a fragmentacao de seu habitat, suspeita-se que, em 100 anos,
a populacgéo tenha sofrido uma reducao de pelo menos 30% (CNC Flora, 2012).

3.3. Micropropagacéao

Na éarea florestal, dentre as técnicas de cultura de tecido, a micropropagacdo tem
sido a mais difundida e com aplicacGes praticas comprovadas, fazendo parte de programas
de melhoramento que objetivam a maximizacdo ou manutencdo do valor genético do
material vegetal a ser propagado (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). E utilizada
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para regenerar (propagar) novas plantas (HARTMANN et al., 2014), sendo uma
alternativa ao meétodo de propagagdo convencional. A técnica é baseada na
totipotencialidade da célula vegetal, ou seja, na sua capacidade de, por si s6, originar uma
nova planta (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A micropropagacao possui uma série de vantagens, dentre as quais pode-se citar
a obtencdo de grande nimero de plantas a partir de poucas matrizes, a producao de mudas
em curto espaco de tempo e em &rea reduzida do laboratério, obtengdo de plantas livres
de patégenos e o fornecimento continuo de plantas ao longo do ano (PAIVA;
GONCALVES, 2012; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). O uso de gemas axilares
permite a propagacdo clonal em larga escala de cultivares e resulta na aceleragdo do
processo de melhoramento em leguminosas (DEO et al., 2010).

As etapas da propagacao in vitro seguem um protocolo, no qual propagulos que
foram coletados no campo passam por uma desinfestacdo prévia e inoculacdo no meio de
cultura. Apo6s o estabelecimento, os explantes sao multiplicados, alongados, e enraizados
para finalmente, serem aclimatados em ambiente ex vitro (DUTRA; WENDLING,;
BRONDANI, 2009; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). A desinfestacdo e o
estabelecimento in vitro do explante corresponde a fase de maior desafio para a maioria
das plantas lenhosas (FERMINO-JUNIOR; PEREIRA-SCHERWINSKI, 2009),
principalmente quando se utiliza matrizes adultas selecionadas no campo, devido aos
propagulos apresentarem altas taxas de contaminacdo, tornando a desinfestacdo uma
etapa determinante no estabelecimento (COUTO et al.,, 2004; OLIVEIRA; DIAS;
BRONDANI, 2013). O uso de sementes pode facilitar o processo de desinfestacdo e
obtencdo de propagulos assépticos in vitro para o desenvolvimento do protocolo de
propagacdo de plantas lenhosas (ANDRADE, 2002). Outra dificuldade encontrada no
processo de desinfestacdo é a perda de material vegetal por toxidez, que é dependente
principalmente do agente desinfetante utilizado e sua concentragéo. O uso de substancias
como alcool, hipoclorito de sédio (NaClO) e acido sulfurico (H2SO4) € comumente
relatado (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013; FABRIS; GERBER; SARTORETTO,
2016; CASTRO; AMARO; ARAUJO, 2019).

A escarificacdo com acido sulfarico concentrado apresentou como o tratamento
mais indicado para a quebra de dorméncia de sementes de Apuleia leiocarpa (SOUZA;
VARELA; BATALHA, 1994; LOUREIRO, 2005). Além da superacdo na quebra de

dorméncia, o &cido sulfurico aumenta e acelera a germinacdo das plantulas, reduzindo o
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gasto de sementes e o tempo para a formagdo das mudas e, consequentemente, seu custo
de producdo (CASTRO; AMARO; ARAUJO, 2019).

Na fase da multiplicagdo, o objetivo é produzir o maior nimero de gemas ou
brotos possiveis, no menor intervalo de tempo e mantendo a estabilidade genética
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; HARTMANN et al., 2014). Os explantes
oriundos da fase de estabelecimento sdo inoculados em meio de cultivo contendo
regulares de crescimento, principalmente auxinas e citocininas. A multiplicacdo esta
relacionada com a capacidade dos tecidos vegetais sofrerem rapidas divisdes celulares,
liberando as gemas da dominancia apical (BOTIN e CARVALHO, 2015).

Os reguladores vegetais sdo adicionados ao meio de cultura para auxiliar o
crescimento e também sdo importantes no direcionamento da resposta do
desenvolvimento dos propagulos, além de controlar a maior parte das atividades
meristematicas (HARTMANN et al., 2014). O balanco entre auxina e citocinina é
essencial para o equilibrio entre a taxa de divisdo celular e diferenciacdo celular
permitindo o crescimento continuo das raizes e mantendo o tamanho adequado do
meristema (SCHALLER; BISHOPP; KIEBER, 2015). A auxina, acido naftalenoacético
(ANA) e a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) séo os reguladores de crescimento mais
usados na cultura de tecidos (BOTIN; CARVALHO, 2015; SCHALLER; BISHOPP;
KIEBER, 2015).

Com a mesma espécie do presente estudo, Lencina et al. (2018) verificaram que
com a concentracdo de 8,8 UM da citocinina BAP promoveu maior nimero de brotacdes
de garapa. Javed et al. (2013) observaram que o melhor resultado para a multiplicacédo de
Acacia ehrenbergiana foi com a concentragao de 0,1 uM de ANA combinada com 10 de
uM BAP, a qual foi suficiente para promover um maior numero de brotagdes. Porfirio et
al. (2019) observaram que a maior taxa de multiplicacdo da espécie Xylopia aromatica,
foi nas concentragdes de 3,55 uM de BAP e 0,054 uM de ANA. Miranda et al. (2016)
estudando a micropropagacdo de Eremanthus incanus obtiveram melhor taxa de
multiplicagdo a partir da combinagdo de 1,0 mg L™ de BAP e 0,5 mg L de ANA.

Na cultura de tecido, a sacarose é a fonte mais comum de entrada de carboidrato
no meio de cultura e é usualmente adicionada a concentragio de 30 g L. No entanto,
otimizar a concentragdo de sacarose e fundamental para um bom desenvolvimento do
explante para obter sucesso na micropropagacdo. Em sistemas convencionais de
propagacao in vitro, a umidade elevada dentro do frasco reduz as taxas de transpiragéo e

pode reduzir o transporte de ions dependente do fluxo de massa (SALDANHA et al.,
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2012). E, essas condi¢bes podem diminuir o desempenho fotossintético e a absorcéo de
nutrientes (XIAO; NIU; KOZAI, 2011). O uso de membranas na tampa dos frascos
permite a troca gasosa em sistemas de cultura in vitro. Esse método pode efetivamente
reduzir as limitacGes de baixa difusdo de gas através do frasco de cultura (FORTINI et
al., 2021).

Na fase de enraizamento, um dos principais fatores relacionados refere-se ao
componente regulador de crescimento, em que o balanco hormonal entre citocinina e
auxina é fundamental para o sucesso do desenvolvimento do sistema radicular (XAVIER;
WENDLING; SILVA, 2013). Lencina et al. (2020) obtiveram melhor resultado com
45,5% de média de enraizamento para a espécie Apuleia leiocarpa com a auxina ANA.
A aclimatizacdo é realizada em ambiente sombreado e, posteriormente, levadas para a
rustificacdo e o crescimento (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Logo, o
sucesso da aclimatizacdo € dependente do controle de fatores, como temperatura,
luminosidade, umidade, substrato, nutrientes e a espécie (OLIVEIRA; DIAS;
BRONDANI, 2013).

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Biotecnologia Florestal (NBF),
localizado no Instituto de Florestas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), municipio de Seropédica/RJ. Os segmentos nodais utilizados nos estudos foram
oriundos de sementes germinadas in vitro, procedentes de matrizes localizadas no
municipio de Paracambi, RJ.

Esses segmentos nodais possuiam tamanho médio de 2 cm de comprimento,

contendo em média 2 gemas axilares, com 1 par de folhas.
4.1. Desinfestagédo, quebra de dorméncia e germinagéo das sementes

As sementes de mesmo tamanho e coloragdo foram selecionadas, sendo na
sequéncia submetidas a quebra de dorméncia e a desinfestagdo com &cido sulfarico
(H2S04) concentrado (98,08%) por 20 minutos, agitadas a cada 5 minutos, (Figura 1),
conforme metodologia descrita por (CASTRO et al., 2019). No fluxo laminar, as

sementes foram lavadas por 5 minutos em agua destilada e autoclavada.
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Figura 1 - Sementes de puleia leiocarpa em imersdo no 4cido sulfdrico com
concentracdo de 98,08% por 20 minutos para quebra de dorméncia e desinfestacao.

Apos a desinfestacéo, as sementes foram inoculadas in vitro em frascos de vidro
de 250 mL previamente esterilizados, contendo 30 mL de meio de cultivo WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) o qual foi suplementado com 30 g L* de sacarose, 0,1 g L
! de mio-inositol, 0,8 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) e 2,3 g L de phytagel, com pH
ajustado para 5,8+0,02. O meio foi anteriormente autoclavado por 20 minutos a
temperatura de 120°C e presséo de 1 atm, e resfriado antes da inoculagdo do material
vegetal.

Foram inoculadas quatro sementes por frasco, o qual foi vedado com tampa
plastica e mantido em sala de cultura com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas
e intensidade luminosa de 40 umol m s, até a plantula germinada atingir cerca de 5 cm
de altura.

As plantulas germinadas in vitro, conforme descrito acima, foram utilizadas para

a etapa de multiplicacdo no primeiro experimento.

4.2. Etapa de Multiplicacdo

4.2.1. Experimento 1-BAP e ANA

Utilizou-se como explantes segmentos nodais de 2 cm de comprimento contendo
de uma a duas gemas axilares, provenientes de plantulas germinadas in vitro da
desinfestacdo com &cido sulfurico. Em seguida, estes segmentos nodais foram inoculados
em frascos de vidro de 250 mL contendo 30 mL de meio de cultura WPM suplementado
com BAP (0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0 uM) e duas concentragdes de ANA (0 e 0,5 uM)
em todas as combinacdes possiveis. Ao meio de cultivo foram adicionados 0,1 g L™ de

mio-inositol, 0,8 g L't de PVP, 30 g L™ de sacarose € 2,3 g L de phytagel. O pH do meio
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foi ajustado para 5,8+0,02 e em seguida autoclavado por 20 minutos a temperatura de
120°C e pressédo de 1 atm, e resfriado antes da inoculacdo do material vegetal.

O delineamento experimental foi conduzido inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 6 x 2 sendo seis concentracdes de BAP (0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0 € 16,0 uM)
e duas concentraces de ANA (0 e 0,5 puM), totalizando 12 tratamentos, com cinco
repeticGes, sendo trés frascos por repeticdo e um segmento nodal por frasco. Apds
inoculagdo em meio de cultura, os frascos foram mantidos em sala de cultura com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 umol m
st

Ap06s 30 dias foram realizadas avaliagdes quanto ao nimero de brotac6es emitidas
por segmento nodal, tamanho das brotacdes emitidas (cm), nimero de gemas obtidas,
formacdo de calos (%), oxidacdo visual do meio de cultura (%) e vigor visual dos
segmentos nodais, sendo na escala 1 — vigor baixo, 2- vigor médio e 3 — vigor alto (Figura

2).

/v
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Figura 2 - Classificacdo visual de vigor de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa in
vitro aos 30 dias ap0s a inoculacéo na etapa de multiplicacdo, A — baixo, B — médio e C
— alto.

A andlise dos dados foi realizada por meio dos testes de normalidade dos residuos
de Shapiro-Wilk e o teste de analise da variancia de Scott-Knott a 5% de significancia e
de regressdo polinomial pelos softwares SISVAR (FERREIRA, 2011) e R versdo 3.0.1
utilizando o pacote Agricolae (R Core Team, 2013). Para atender aos pressupostos da
normalidade, as médias das variaveis de numero de brotacbes e numero de gemas
emitidas foram transformadas para v'x e arcoseno Vx/100, respectivamente e, submetidas

a andlise de variancia.
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4.2.2. Experimento 2 — Sacarose e trocas gasosas

Os explantes utilizados foram segmentos nodais com pelo menos duas gemas
axilares, 2 cm de comprimento e um par de folhas, com idade de 30 dias provenientes de
plantulas germinadas in vitro em meio WPM, suplementado com 0,1 g L™ de mio-
inositol, 0,8 g L de PVP e 2,3 g L de phytagel, acrescido de 8 uM de BAP. Estes
segmentos nodais foram inoculados em frascos de vidro de 250 mL de capacidade,
contendo 30 mL de meio de cultura WPM previamente preparado e autoclavado,
suplementado com 100 mg L™* de mio-inositol, 800 mg L de PVP e 2,3 g L™ de phytagel.

Para avaliar o efeito de trocas gasosas, testou-se duas formas de vedacdo dos
frascos de cultivo, utilizando tampas de polipropileno com um orificio (10 mm) coberto
com membrana (SALDANHA et al., 2012) (taxa de troca de CO2 de 21 pL L s%) (Figura
3A) e tampas rigidas (sem membrana) de polipropileno (taxa de troca de CO de 14 pL
Lt s (Figura 3B) que foram combinadas com quatro concentragdes de sacarose (0, 5,
15 e 30 g L), totalizando oito tratamentos, com cinco repeticdes, sendo trés frascos por
repeticdo e um segmento nodal por frasco. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, em esquema fatorial 2 x 4.

Figura 3 — Formas de vedagéo do frasco. A- Tampa com membrana B - Tampa sem
membrana

Ap0os inoculagdo em meio de cultura, os frascos foram mantidos em sala de cultura
com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol

m2s?,
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Apo6s 30 dias foram realizadas avaliacfes quanto as varidveis: brotacdes por
segmento nodal, tamanho das brotagdes emitidas (%), formacéo de calo (%), tamanho
dos calos (cm), nimero de gemas, oxida¢do visual no meio de cultura e vigor visual dos

segmentos nodais sendo na escala 1 — vigor baixo, 2- vigor médio e 3 — vigor alto (Figura

Figura 4 - Classificacdo visual de vigor de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa in
vitro aos 30 dias ap6s a inoculagdo na etapa de multiplicacdo, A — baixo, B — médio e C
— alto.

Foi utilizado o teste de Bartlett para analisar as pressuposi¢des de homogeneidade
de variancia e o teste de Shapiro-Wilk para normalidade de residuos por meio do software
SISVAR (FERREIRA, 2011). Para as variaveis paramétricas utilizou-se o teste de Scott
— Knott nos testes de média e para as variaveis ndo-paramétricas foram realizados os
testes de Kruskal-Wallis e de regressdo polinomial pelos softwares R versdo 3.0.1
utilizando o pacote (R Core Team, 2013) e SISVAR.

As varidveis segmentos nodais que emitiram brotacéo (%), comprimento médio
das brotagdes (cm), e formagdo de calo (%) foram analisadas por meio de testes nédo
paramétricos. As variaveis emitidas nimero de gemas, oxidacdo do meio de cultura (%)
tamanho do calo (cm) e vigor foram analisadas por meio de testes paramétricos. A
variavel tamanho do calo foi transformada pela funcéo log x.logaritmica para garantir a

normalidade da variavel.
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4.3. Etapa de Enraizamento

4.3.1. Experimento 3 — Auxinas e tempo de pulso

Foram utilizados como explantes segmentos nodais de 2 cm contendo 2 gemas
axilares e um par de folhas provenientes de plantulas germinadas in vitro em meio WPM,
suplementado com 0,1 g L de mio-inositol, 0,8 g L™ de PVP e 2,3 g L de phytagel.

Os explantes foram submetidas a tratamentos de pulso em meio de cultura WPM,
adicionado de 0,1 g L' de mio-inositol, 0,8 g L de PVP, 30 g L de sacarose, 2,3 g L™
de phytagel e, contendo 100 uM de ANA ou AIB, onde permaneceram por 1, 2, 4e 8
dias. Apos o periodo de permanéncia em meio de cultura com auxina, os explantes foram
transferidos para frascos de vidro de 250 ml de capacidade contendo 30 ml de meio WPM
suplementado com 0,1 g L™ de mio-inositol, 0,8 g L™ de PVP, 30 g L™ de sacarose e 2,3
g L de phytagel. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2 x 4 sendo dois tipos de auxina (AIB e ANA), quatro tempos de
exposicdo ou pulso (1, 2, 4 e 8 dias). Foram realizadas cinco repeti¢cdes, sendo dois frascos
por repeticdo e um segmento nodal por frasco. Apo6s inoculacdo, os frascos foram
mantidos em sala de cultura com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 40 pmol m? s™.

Apbds 60 dias foram realizadas avaliagcbes quanto ao numero de raizes,
enraizamento (%), comprimento das raizes (cm), formacdo de calo (%), tamanho dos
calos (cm).

Como os dados das varidveis avaliadas ndo atenderam as pressuposicdes de
homogeneidade de variancia, mesmo apés transformacado, foi realizado o teste nado-
paramétrico de Kruskal-Wallis e por meio de regressdo polinomial utilizando-se o
software R (R Core Team, 2013).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento 1 - BAP e ANA

As concentragcfes de BAP e ANA no meio de cultura influenciaram
significativamente a indugdo das brotacGes de segmentos nodais in vitro de Apuleia
leiocarpa (Tabela 1). Houve efeito da concentracdo dos reguladores para 0 nimero de
gemas emitidas, porém sem efeito da interacdo entre os reguladores (Tabela 1). Para o
namero de brotagdes emitidas e para oxidacdo houve efeito apenas para as concentragdes
de BAP (Tabela 1).
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Tabela 1 - Analise de variancia para o nimero médio de gemas emitidas, numero de
brotacgdes e para oxidacao a partir de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa, em fungéo
das concentracfes de ANA e BAP, aos 30 dias ap6s a inoculacao

FV GL SQ QM Fc VALOR P

NUmero de gemas
ANA 1 1,291 1,249 4,727 0,035
BAP 5 3,710 0,742 2,715 0,038
ANA*BAP 5 1,057 0,211 0,773 0,573
Residuo 44 12,022 0,273
CV (%) 28,9

NuUmero de brotacGes
ANA 1 0,428 0,425 2,099 0,153
BAP 5 3,049 0,610 3,008 0,020
ANA*BAP 5 0,579 0,115 0,571 0,721
Residuo 44 8,919 0,202
CV (%) 41,6
Oxidagéo

ANA 1 590 590,5 0,592 0,445
BAP 5 376 75,32 0,075 0,000
ANA*BAP 5 436 87,33 0,875 0,505
Residuo 44 438 997,5
CV (%) 44,2

FV — fontes de variacdo; GL — graus de liberdade; SQ — soma dos quadrados; QM — quadrado
médio; Fc — valor F calculado; Valor P — probabilidade do valor P.

Houve variacdo do nimero de gemas entre as concentracdes de BAP, sendo
ajustado uma regressdo quadratica (Figura 5). A concentracdo de 8 uM foi a que
proporcionou maior média para o nimero de gemas (Figura 5A). Para as concentracfes
de ANA, a raiz quadrada do nimero de gemas foi superior na auséncia (1,96) do que na
concentracédo de 0,5 uM (1,66) (Figura 5B). Resultado similar foi justificado por Souza
et al. (2020) em Myrcianthes pungens, uma vez que o desenvolvimento dos meristemas
laterais € inibido pela dominéancia apical devido a presenca de auxina nos meristemas das

gemas apicais e ainda, essa dominancia pode atuar como dreno de nutrientes e citocinina.
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Figura 5 - Raiz quadrada do numero gemas emitidas em funcdo das concentracGes de
BAP (A) e de ANA (B) na multiplicagdo in vitro de segmentos nodais de Apuleia
leiocarpa, aos 30 dias apds a inoculacdo. Letras diferentes no grafico de colunas indicam
diferengas pelo teste de médias de Scott-Knott a 95% de probabilidade. ** Equacdo e
parametros significativos a 99% de probabilidade pelo teste t.

Lencina et al. (2018), avaliando a qualidade dos segmentos nodais de Apuleia
leiocarpa in vitro observaram que a concentracdo de 8,8 UM de BAP foi benéfica para a
multiplicacdo dos segmentos nodais, promovendo o aumento do nimero de brotagdes,
apesar de ndo diferir do tratamento com 6,6 M. Segundo 0s proprios autores, essa acdo
ocorreu devido a adicdo de BAP, que apresenta a funcdo de estimular fortemente os
processos morfogenéticos, como a divisdo e diferenciacdo celular (TAIZ e ZEIGER,
2004). Além disso, as citocininas podem especificar o destino das células das brotacdes
a partir de diferentes tipos de células (WYBOUW e DE RYBEL, 2019).

A relacdo entre citocinina e auxina é explorada na multiplicacdo in vitro de
variadas espécies florestais pois a interacdo entre esses reguladores de crescimento
controla a atividade no meristema apical promovendo o desenvolvimento vascular e do
floema (SCHALLER; BISHOPP; KIEBER, 2015; SILVA et al., 2020). Devido a
sintetizacdo da citocinina ocorrer na raiz e se deslocar para a parte aérea através do xilema
(TAIZ; ZEIGER, 2004) e a sintetizacdo da auxina suceder da regido mais proxima ao nd
cotiledonar para a regido mais distante, ou seja, o transporte da auxina € realizado no
apice caulinar até as raizes, resultando no equilibrio hormonal (SILVA et al., 2020).
Alguns trabalhos observaram a interagdo entre esses reguladores, em espécies como
Cassia angustifolia (PARVEEN; SHAHZAD, 2010), Cedrela fissilis (ARAGAO et al.,
2016; BONFA; NASCIMENTO; WERNER, 2021) e Melanoxylon brauna (SILVA et al.,
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2020). Nesses trabalhos, a interacdo promoveu aumento na taxa de multiplicacdo dos
brotos e, segundo Hartmann et al. (2014) uma proporc¢éo de baixa concentragao de auxina
e alta de citocinina tende a favorecer a formacdo de brotacdes e o contrario dessa
proporcéo, ou seja, alta concentracdo de auxina e baixa de citocinina favorece a formacao
de raizes. No entanto, a relacdo desses reguladores deve ser observada em cada espécie.
Para Bonfa, Nascimento e Werner (2021) o equilibrio dos reguladores atua sobre a
dominancia apical exercida pela razdo endégena e permite maior nimero e comprimento
de brotacdes de Cedrela fissilis.

No trabalho de Rout (2005) onde foram testadas diferentes concentracdes (0,0;
2,22;4,44; 6,66; 8,9; 11,1;13,3; 15,5e 17,8 uM) de BAP para a espécie Clitoria ternatea,
a melhor concentracdo de BAP para a formacao de brotacdes e niumero de brotagdes por
explante in vitro foi de 8,9 uM de BAP. Ja Silva et al. (2020) em Melanoxylon brauna in
vitro observaram que a citocinina BAP ndo favoreceu o aumento do nimero de segmentos
nodais, concluindo que a aplicacdo desse regulador de crescimento na fase de
multiplicacdo da braina é ineficaz. Os autores justificaram que esse resultado se deu pela
alta quantidade de citocinina enddgena encontrada nessa espécie e, portanto, foi suficiente
para causar o crescimento dos segmentos.

Assim como na braina, em Myrcianthes pungens Souza et al. (2020) observaram
que o resultado do teste contendo BAP associado ao ANA (1,77 e 0,177 puM
respectivamente) ndo apresentou diferenca significativa para a porcentagem de brotacdes,
comprimento e nimero de folhas dos segmentos nodais, podendo ser utilizado apenas o
BAP.

A regressdo ajustada para as concentracdes de BAP resultou num modelo
quadratico, onde o ponto mé&ximo da raiz do numero de brotos (NBE) foi obtida na
concentracdo de 7,1 uM de BAP. As altas concentracdes de BAP foram inversamente
proporcionais ao nimero de brotacdes emitidas, ou seja, altas concentracbes de BAP

proporcionaram um declinio quanto ao nimero de brotacGes emitidas (Figura 6A).
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Figura 6 - Raiz quadrada do numero brotacfes emitidas (NBE) (A) e oxidacdo do meio
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Para a oxidacdo, a regressao ajustada para as concentracdes de BAP resultou num
modelo quadratico onde o ponto maximo da oxidacdo ocorreu na concentracao de 9,6 UM
de BAP (Figura 6B). Abahmane (2011) relatou que as substancias responsaveis pelo
escurecimento do tecido sdo altamente toxicas para o tecido cultivado e que
consequentemente pode ocorrer efeito negativo na qualidade do explante.

Bezerra et al. (2014) verificaram que o aumento na taxa de multiplicacdo em
Mimosa caesalpiniifolia foi diretamente relacionado ao incremento da concentracao de
BAP até determinada concentracdo considerada Otima, seguida por decréscimo a
concentragdes superiores.

O numero baixo de brotos nas maiores concentracfes de BAP pode ser explicado
pelo fato de altas concentracdes de citocininas poderem reduzir o tamanho do broto e
estimular a ocorréncia de botbes malformados, folhas anormais e hiperidricidade,
causando alguma toxicidade ao tecido vegetal (MAZRI, 2015). A citocina promove a
divisdo celular e a inducdo de multibrotaces a partir de gemas axilares, portanto, esse
regulador de crescimento favorece a formacao de partes aéreas das plantas (TAIZ et al.,
2017).

N&o houve diferenca entre as concentracdes de ANA e BAP, e da interacao entre
os reguladores para o comprimento das brotacdes emitidas. O valor médio para as
concentragOes de BAP variaram de 0,40 a 0,77 cm (Tabela 2). Ja para as concentragdes

de ANA o valor médio foi de 0,63 cm para ambas as concentracées, 0 uM e 0,5 uM.

Tabela 2 - Comprimento médio das brotagdes emitidas a partir de segmentos nodais de
Apuleia leiocarpa, em funcdo das concentragcdes de BAP aos 30 dias apés a inoculagéo
in vitro.
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BAP (UM) Comprimento (cm)

0 0,40
2 0,77
4 0,75
8 0,65
12 0,55
16 0,63
Média 0,63
CV (%) 48,15

Lencina (2013) observou que o comprimento das brotacGes de A. leiocarpa
apresentou tendéncia decrescente em relagdo ao aumento das concentracdes de BAP, no
entanto, no presente trabalho ndo foi observado efeito significativo. Canatto, Albino e
Cordeiro (2016) com a espécie Pterodon emarginatus (sucupira-branca) e Albino et al.
(2019) em Cariniana estrellensis (jequitiba-branco) atestaram que o aumento da
concentracdo de BAP com o0 meio MS estimulou a diminuicdo do comprimento das
brotacdes nas espécies citadas, atestando que o BAP néo favorece o alongamento caulinar
dos brotos. No entanto, no presente estudo e no trabalho de Lencina (2013) com a mesma
espécie e 0 mesmo meio de cultura WPM, esse comportamento observado pelos outros
autores ndo ficou tdo evidente, embora se observe que os valores maiores foram nas
concentracdes de 2 e 4 uM, e acima desses valores as brotagdes tiveram reducdo no
comprimento. Essa reducdo pode ocorrer devido a exposicdo dos explantes a maiores
concentracdes de citocinas ao longo da fase de inducdo, inibindo o crescimento de brotos
adicionais devido ao acumulo de citocinina (MALIK; CHAUDHURY; KALIA, 2005;
HARTMANN, et al., 2014) além de ocasionar a quebra de dominancia apical das gemas
axilares, inibindo o crescimento dos brotos (TAIZ et al., 2017).

A oxidacdo do meio de cultura foi avaliada visualmente por meio da observacédo
do escurecimento do meio de cultura (Figura 7). Observou-se que a medida que houve

emissdo de calos na parte basal do segmento nodal, ocorreu a oxidagédo do meio.
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Figura 7 - Brotacdo de segmento nodal de Apuleia leiocarpa em meio WPM oxidado aos
30 dias ap0s a inoculagdo in vitro.

A formacdo de calos na base do segmento nodal € comum em espécies lenhosas,
mas € considerada desfavoravel ao processo de micropropagacao, visto que sua formacao
em zona de enraizamento pode afetar a qualidade da raiz, principalmente no que diz
respeito as ligagdes vasculares, formacdo da raiz e consequentemente a absorcdo de
nutrientes (SEKELI et al., 2013).

Assim como neste trabalho, Maximo et al. (2020) em Handroanthus
impetiginosus observaram que a maioria dos segmentos nodais apds 60 dias de cultivo in
vitro com meio contendo citocinina apresentou formacéo de calo na base do caule e esses
calos apresentaram tamanhos maiores e meios de cultura mais escuros em comparagdo
aos segmentos inoculados em meio que ndo continha citocinina. Bezerra et al. (2014)
observaram que na concentracdo de 8,8 UM de BAP, a presenca de calo no segmento
nodal de Mimosa caesalpiniifolia foi superior as demais concentracBes. Altas
concentracdes de reguladores de crescimento no meio de cultura sdo um dos fatores

responsaveis pela oxidacdo das brotaces (RIBEIRO et al., 2012).
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5.2. Experimento 2 - Sacarose e trocas gasosas

Para as variaveis analisadas pelos testes ndo paramétricos, ndo houve efeito
significativo das concentracbes de sacarose e das trocas gasosas para numero de
segmentos nodais que emitiram brotacdo e tamanho das brotacGes (Tabela 3). Para a
variavel porcentagem de frascos com formacéo de calo houve efeito da concentracao de

sacarose (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de probabilidade das analises ndo paramétricas em funcdo das
concentragdes da sacarose e trocas gasosas pelo teste de Kruskal-Wallis para os
segmentos nodais que emitiram brotacdo, o tamanho das brotacdes e o calo na
multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa, aos 30 dias apds a
inoculacédo

Fontes de variacao Valor P
Brotacéao
Sacarose 0,1984
Trocas gasosas 0,3130
Tamanho das brotacoes
Sacarose 0,6437
Trocas gasosas 0,2326
Calo
Sacarose 0,0502*
Trocas gasosas 1,0000

*Valores com diferenca significativa a 95% de probabilidade pelo teste Kruskal-Wallis

Para as variaveis analisadas pelos testes paramétricos, o nimero de gemas
emitidas e o vigor do segmento nodal apresentaram efeito apenas para o fator trocas
gasosas (Tabela 4). O tamanho do calo foi influenciado pela interacdo entre os fatores

sacarose e trocas gasosas, e a oxidacdo apenas pela concentracdo de sacarose (Tabela 4).

32



Tabela 4 - Anélise de variancia para 0 numero médio de gemas, vigor das brotacdes,
tamanho médio do calo e oxidacdo do meio de cultivo na multiplicagdo in vitro de
segmentos nodais de Apuleia leiocarpa, em funcdo das concentracdes de sacarose e da
vedacdo dos frascos, aos 30 dias apds a inoculacéo

FV GL SQ QM Fc VALORP
Gema
Sacarose 3 3,893 1,298 0,953 0,426
Trocas gasosas 1 6,939 6,939 5,094 0,031
Sacarose*Trocas 5 567 189 0,139 0,935
gasosas

Residuo 32 43589 1,362
CV (%) 37,9
Vigor
Sacarose 3 0826 0275 1,488 0,236
Troca gasosas 1 2,097 2,097 11,32 0,002

*
Sacarose* Troca 4 0,256 0,085 0,462 0,710

gasosas
Residuo 32 5926 0,185
CV (%) 21,9
Tamanho do calo
Sacarose 3 1,046 0,348 9,437 0,001
Troca gasosas 1 0,194 0,194 5,264 0,028

Sacarose™ Troca 5 414 0138 3737 0,020
gasosas
Residuo 32 1,183 0,037
CV (%) 37,6
Oxidacao do meio
Sacarose 3 9722,9 3240,9 4,301 0,011
Troca gasosas 1 27775 27775 3,686 0,064
Sacarose™ Troca 5 47995 5740 0762 0,524
gasosas
Residuo 32 24113 7535
CV (%) 65,9
FV — fontes de variacdo; GL — graus de liberdade; SQ — soma dos quadrados; QM —
guadrado médio; Fc — valor F calculado; Valor P — probabilidade do valor P.

Quanto a emissdo de brotacdes, na auséncia de membrana (frascos inteiramente
vedados) ocorreu em 62,5% e na presenca em 52,5% dos explantes, ndo havendo efeito
dos fatores testados. Resultado diferente do encontrado no presente estudo foi relatado
por Martinez et al. (2017) estudando Quercus ilex onde observaram que a concentragdo
de 30 g L de sacarose promoveu melhor resultado para a multiplicagdo in vitro da
espécie. Em Goji Berry multiplicado in vitro, Dias (2017) observou que a concentracao
30 g L também permitiu maior média de nimero de brotagdes.

No presente estudo a porcentagem de brotagdo nédo foi influenciada pela troca
gasosa, diferente do observado para a espécie Eremanthus incanus que apresentou

melhores médias de brotacdes com o uso de membrana na concentragdo 30 g L*
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(MIRANDA et al., 2016). Ja para a espécie Ruta graveoulus, Rios (2014) observou que
a melhor inducéo de brotagdo ocorreu sem a presenca de membrana. A autora pressupde
que seja necessaria pequena quantidade de gés etileno em ambiente sem membrana para
que haja inducdo de brotacdo e que possivelmente, o acimulo desse gas seja benéfico
para o desenvolvimento da planta.

O tamanho das brotac¢des é uma variavel de grande importancia pois quanto maior
for o tamanho das brota¢es emitidas, melhor chance de sucesso para a proxima fase da
micropropagacdo que € o enraizamento/aclimatacdo (LENCINA et al., 2018). No
presente estudo, o tamanho médio da brotacdo variou entre 0,78 e 0,90 cm para as
concentracdes de sacarose. Na auséncia de membrana o tamanho foi de 0,83 cm e na
presenca 0,88 cm, muito menor do que os valores encontrados para Tectona grandis no
estudo de Fernandes et al. (2013) que observaram o melhor resultado com uso de
membrana (4,1 cm) do que sem a membrana (3,8 cm). Essa diferenca sugere que a
resposta de crescimento sob condi¢6es de uso de membrana no cultivo in vitro € variavel
entre espécies.

Assim como neste estudo, Lencina et al. (2014) estudando Apuleia leiocarpa
observaram que ndo houve efeito significativo das concentracbes de sacarose para
tamanho médio de brotagdes. As concentracfes de sacarose no meio de cultivo
promoveram diferentes respostas nas espécies estudadas. Em Handroanthus
impetiginosus o fator sacarose influenciou o comprimento da parte aérea, com 0 menor
valor observado na concentragdo de 15 g L™ de sacarose. No entanto, em Jacaranda
brasiliana ndo houve diferenca significativa no comprimento das brotagdes (SOUZA et
al., 2020).

Para as variaveis vigor (Figura 8A), nimero de gemas (Figura 8B), a auséncia de
membrana, ou seja, a menor taxa de troca gasosa permitiu a obtencéo de maiores médias.
A porcentagem média de formacdo de calo (Figura 8C) apresentou ajuste para modelo
quadrético, onde o maximo valor obtido foi na concentragdo de 21 g L™ de sacarose. A
interacdo entre sacarose e trocas gasosas influenciou o tamanho do calo (Figura 8D), de
forma que o tamanho do calo tende a aumentar de forma linear com o aumento da
concentracdo da sacarose em frascos com auséncia de membrana (ou seja, menor troca
gasosa). Na avaliacdo da variavel oxidacdo do meio de cultura, observa-se aumento linear

em funcdo do aumento da concentracdo de sacarose (Figura 8E).
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Figura 8 - Média de vigor das brotacGes (A), nimero médio de gemas emitidas (B),
porcentagem média de formacao de calo (C), tamanho médio do calo (D) e porcentagem
média de oxidacdo do meio de cultura (E) na multiplicacdo in vitro a partir de segmentos
nodais de Apuleia leiocarpa, em funcéo das concentracdes de sacarose e de formas de
vedacao dos frascos, aos 30 dias apos a inoculacdo. n.s: diferenca ndo significativa. Letras
diferentes no grafico de colunas diferem as médias pelo teste de Scott-Knott a 95% de
probabilidade. ** Equacao e parametros significativos a 99% de probabilidade pelo teste
t.

A média de gemas emitidas nos frascos sem membrana foi superior (3,50 gemas

segmento™) a média das gemas nos frascos com membrana (2,67 gemas segmento™). Para
a sacarose, sob todas as concentragdes testadas observou-se bons resultados para emissdo
de gemas, inclusive na auséncia da sacarose. A alta multiplicacdo das gemas constitui
fator significativo para producdo de mudas em larga escala (FERNANDES et al., 2013).
No entanto, varios fatores podem interferir nos resultados da multiplicacdo in vitro da
especie. Altas concentracdes de sacarose reduziram o numero de gemas, comprimento de
brotos e folhas de Solanum tuberosum (BANDINELLI et al., 2013).
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Na especie Quercus ilex, Martinez et al. (2017) observaram que na concentracéo
de 30 g L™ proporcionou melhor resultado para nimero de gemas do que as concentraces
10 e 20 g LL. De modo semelhante, Bandeira et al. (2007) trabalhando com Thymus
vulgaris relataram que a media para o0 nimero de gemas foi superior na concentracdo 30
g L quando comparada a concentragdes maiores de 40 e 50 g L.

No entanto, nem sempre maiores concentragcdes de sacarose resultardo em melhor
desenvolvimento in vitro da espécie. O excesso de aglcares no meio pode ocasionar
efeitos deletérios tais como, a diminuicdo da absorcdo de agua, sais minerais e assim
interferir no crescimento da plantula, pois maiores concentracdes de sacarose alteram
negativamente o potencial hidrico do meio de cultura, promovendo assim a degradacao
da cultura in vitro (GALDIANO JUNIOR et al., 2013; LEMES et al., 2016;
CAVUSOGLU e BOZKURT, 2020). A sacarose é um sinal para Varios processos
metabolicos da planta, por exemplo, 0 excesso de sacarose pode causa estresse diferente,
porém respostas similares em mudas pela alta intensidade luminosa e de baixas
temperaturas (SANTOS et al., 2020).

A sacarose é considerada uma importante fonte de carbono e energia, por ser o
carboidrato mais comum na seiva do floema e, esta envolvido no controle dos processos
de desenvolvimento (HUH et al., 2016). Além de influenciar diretamente o balango
osmético da planta, devido a abertura e fechamento do estémato (SEVCIKOVA et al.,
2019). No entanto, quando ha um desequilibrio causado pela concentracdo de sacarose
adicionada externamente, as plantas podem reagir de forma imprevisivel, pois podem
interpretar o status de carboidrato resultante como disponibilidade de carbono de luxo ou
carga de estresse (SEVCIKOVA et al., 2019) além, da toxicidade da sacarose em altas
dosagens para algumas espécies de plantas (SCHMILDT et al., 2015).

Em relacdo as trocas gasosas, resultados similares ao presente estudo foram
reportados por Pinheiro et al. (2013) para Olea europaea, cultivar ‘Maria da Fé’, a qual
produziu maior numero de gemas em frascos sem membrana quando comparadas aos
frascos com membrana. E provavel que para haver algum dano no desenvolvimento na
inducdo de brotos de garapa, devam ser necessarias altas quantidades de etileno nos
recipientes de cultivo.

Taiz e Zeiger (2004) relataram que a sintese de etileno pode ser elevada pelas
condigdes de estresse, como por exemplo, seca, resfriamento, excesso de agua ou
ferimento mecanico e, o acumulo do gas etileno na micropropagacéo, por ser um ambiente

in vitro, pode ser prejudicial para os explantes devido a redugdo do seu crescimento e

36



desenvolvimento e a ocorréncia da hiperhidricidade, queda foliar, senescéncia e oxidagédo
fenodlica (BUDDENDORF-JOOSTEN; WOLTERING, 1994; PELL;
SCHLAGNHAUFER; ARTECA, 1997). Em relacdo ao acumulo de etileno proveniente
da vedacdo sem membrana dos frascos, é provavel que ndo houve nocividade causado
pelo acimulo em A. leiocarpa, embora a concentracdo desse hormonio ndo tenha sido
quantificada.

Na auséncia da membrana o vigor médio dos segmentos nodais foi de 2,18 sendo
este superior ao resultado na presenca da membrana, onde o valor médio foi de 1,73
(Figura 9A).

Para Eremanthus incanus assim como neste trabalho, Miranda al. (2018)
observaram que ndo houve efeito significativo para o vigor nas diferentes concentragoes
de sacarose. Ainda com a mesma espécie Miranda et al. (2016) observaram que a presenca
de membrana apresentou resultados superiores quando se comparou a auséncia de
membrana. Para Fernandes et al. (2013) a maior concentracdo de sacarose no meio de
cultivo promove aumento do teor de carboidratos foliares e consequentemente o maior
vigor vegetativo em plantas de Tectona grandis.

Em ambas as situacdes, com e sem membrana, a formacao de calo apresentou a
mesma meédia, 82,5%. Pode-se observar que o aumento da concentracdo de sacarose
elevou a porcentagem de calo na presenca de membrana, chegando a média de 100% nas
concentracdes de 15 g L™ e 30 g L%, Resultado diferente foi encontrado por Rios (2014)
em seu estudo com Ruta graveolens o qual foi concluido que a concentragdo de 15 g L
na auséncia de membrana promoveu maior formacéo de calo.

A formacdo de calos na base do segmento nodal € comum em espécies lenhosas,
mas € considerada desfavoravel ao processo de micropropagacdo na fase anterior ao
enraizamento pois pode afetar a qualidade da raiz, principalmente no que diz respeito as
conexdes vasculares, formacdo da raiz e consequentemente a absor¢do de nutrientes
(SEKELI et al., 2013).

A sacarose estimula a formacéo de calos nas bases das brotac6es dos explantes,
portanto, em meio de cultura sem sacarose, geralmente ndo ha formacéo de calo (XIAQO;
NIU; KOZAI, 2011). Além disso, Lemos e Baker (1998) em seu estudo com Annona
muricata observaram que comparada a outras fontes de carbono (glicose, galactose e
sorbitol) a sacarose foi que apresentou maior formagéo de calo, provavelmente por ser

uma fonte de carbono prontamente disponivel.
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A regressao ajustada para a oxidacdo resultou num modelo linear (Figura 8E), e a
oxidacdo na auséncia da membrana (50,0%) foi igual na presenca da mesma (33,3%).
Apenas na concentragdo de 30 g L™ de sacarose, a oxidago foi superior na auséncia de
membrana (83,34%) do que na presenca (46,68%).

Foi observado maior oxidacdo no meio de cultura nas mesmas concentracdes de
sacarose, & medida que aumentava o tamanho do calo no segmento nodal (Figura 9).
Quando o segmento possuia baixo metabolismo e pouco gasto de energia para se
desenvolver, o tamanho do calo foi reduzido e menor oxidacdo do meio (Figura 9A), ao
passo que o segmento nodal que possuia maior tamanho de calo (Figura 9B),
possivelmente maior metabolismo e consequentemente maior gasto de energia, a

oxidacdo do meio foi mais significativa.

A

Figura 9 - Segmento nodal de A. leiocarpa com calo de tamanho reduzido em meio WPM
ndo oxidado (A); Segmento nodal de A. leiocarpa com maior tamanho de calo em meio
WPM oxidado (B) aos 30 dias ap6s a inoculagdo com 5 g L™ de sacarose.

Tecidos recém-excisados de espécies lenhosas, tendem a secretar pigmentos
escuros no meio de cultura em resposta ao ferimento (XAVIER; WENDLING e SILVA,
2021). Esses pigmentos escuros, causadores da oxidacdo, quando tdxicos, podem causar
necrose apical e, eventualmente, morte dos explantes. A severidade do escurecimento
varia dependendo da espécie, idade e posicao do tecido, idade da planta mae e local da
excisdo do explante na etapa da multiplicacdo, bem como do meio (HUANG et al., 2002;
SANDHU; WANI; JIMENEZ, 2018). Foi observado que quanto maior é o calo e
desenvolvimento do explante, maior é a oxidacdo do meio de cultura, tendo em vista que
a oxidacdo é a exsudacdo dos compostos fendlicos dos explantes para 0 seu
desenvolvimento (CID, 2014).
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Um recurso utilizado para minimizar o efeito da oxidacdo fendlica no meio de
cultura é a transferéncia sucessiva dos explantes em novos meios e frascos com maior
frequéncia, assim possibilitaria maior multiplicagcéo de brotacdes e de gemas (XAVIER;
WENDLING; SILVA, 2021). Lencina et al. (2018) evidenciaram que melhores
resultados foram observados apos a segunda coleta em A. leiocarpa e o uso de carvao
ativado também foi eficiente para a diminuicdo da oxidacdo. O carvao ativado €
antioxidante e tem efeito adsorvente, que imobiliza parte das substéncias presentes no
meio de cultura, incluindo compostos fenolicos produzidos pelos segmentos nodais. No
entanto, apesar da alta ocorréncia de oxidacdo no meio, a oxidacdo nao foi associada a
efeitos negativos na espécie A. leiocarpa.

Varios pesquisadores indicaram que as plantas as vezes tém um mecanismo de
defesa contra a oxidacdo, reduzindo sua concentracdo de clorofila para reduzir
simultaneamente a absorcdo de luz e consequentemente, o desenvolvimento da planta
(TAIBI et al., 2016).

Logo, foi concluido neste experimento que na auséncia de membrana, para a
maioria das variaveis avaliadas, a média dos resultados foi superior do que na presenca
de membrana. Dessa forma, ndo se justifica modificar a forma de vedacdo da tampa para
a espécie em questdo, nas mesmas condicOes testadas. E ainda, as concentracdes de
sacarose ndo apresentaram diferenca significativa para a inducdo de multiplicacdo de

brotacdes.

5.3. Experimento 3 — Auxinas e tempo de pulso

Todas as varidveis do experimento de enraizamento foram analisadas pelos testes
ndo paramétricos. O nimero de raizes emitidas e a porcentagem de calos dos segmentos
nodais de Apuleia leiocarpa foram significativos para a auxina utilizada, porém nao
houve efeito significativo para o tempo de pulso (Tabela 5). JA o tamanho do calo
apresentou efeito para o tempo de pulso apenas (Tabela 5). As variaveis enraizamento,

comprimentos das raizes ndo foram influenciadas pelos fatores testados (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de probabilidade das analises ndo paramétricas em funcao das auxinas
e do tempo de pulso pelo teste de Kruskal-Wallis para o enraizamento, o nimero de raizes,
a porcentagem de calos, o tamanho do calo e o comprimento médio da raiz no
enraizamento in vitro de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa, aos 60 dias ap6s a
inoculacédo

Fontes de variacéo Valor P
Enraizamento
Auxinas 0,356
Tempo de pulso 0,793
NUmero de raizes
Auxinas 0,004*
Tempo de pulso 0,793
Calo
Auxinas 0,047*
Tempo de pulso 0,299
Tamanho do calo
Auxinas 0,132
Tempo de pulso 0,019*
Comprimento médio da raiz
Auxinas 0,791
Tempo de pulso 0,787

* Valores com diferenga significativa a 95% de probabilidade pelo teste Kruskal-Wallis

A média do nimero de raizes emitidas foi superior quando se utilizou ANA, sendo

o valor médio de raizes por segmento nodal de 3,23 e 1,33 para ANA e AIB,

\

respectivamente (Figura 10).

Figura 10 - Segmentos nodais de Apuleia leiocarpa enraizados in vitro aos 60 dias ap6s
a inoculagdo. Segmento nodal de A. leiocarpa com elevado nimero de raizes obtido em
meio com 100 uM de ANA (A); Segmento nodal de A. leiocarpa com baixo nimero de
raizes em meio com 100 uM de AIB (B).

Sobre o0 numero de raizes emitidas in vitro, Lencina et al. (2017) estudando a
mesma espécie, observaram que o melhor resultado para o nimero de raizes, utilizando
AIB na concentragéo de 4,9 uM por 60 dias no meio de cultura, foi de 1,80. No entanto,

as respostas para o enraizamento utilizando diferentes auxinas é variavel entre as espécies.
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Em Aniba rosaeodora, o cultivo em meio com 13,3 uM de ANA foi mais eficiente para
induzir maior nimero de raizes, atingindo uma média de 2,50 ap6s 90 dias (JARDIM et
al., 2010). Em Cattleya hibrida Dewir et al. (2015) observaram que 10,66 uM de AIB
favoreceu a emissdo de raizes (com média de 5,70) em comparacdo com uso de 2,66 UM
de ANA (média de 4,4 raizes). Em Leucospermum cordifolim, Suérez et al. (2018)
verificaram que a melhor média para o namero de raizes foi obtida sob pulso de 1 dia em
meio com 25 uM de AIB.

A formacao de calo foi maior quando se utilizou a auxina ANA, com uma média
de 64,7%, superior aos 47,5% de emisséo de calo quando se utilizou a auxina AIB. Houve
reducdo linear do tamanho de calo em funcdo do aumento do tempo de exposicdo dos
segmentos nodais aos meios de cultura contendo auxinas (Figura 11). As médias de

tamanho dos calos foram de 0,35 cm para ANA e 0,27 para AIB, ndo sendo significativas.
0,45 -
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0,35 - ° ®
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Figura 11 — Tamanho médio do calo (TCALO) em func¢éo do tempo de pulso em auxinas
no enraizamento in vitro de segmentos nodais de A. leiocarpa, aos 60 dias apos a
inoculacdo. ** Equacdo e parametros significativos a 99% de probabilidade pelo teste t.

A formacdo de calo € uma resposta do material vegetal ao tratamento e é comum
em espécies lenhosas. Porém € considerada desfavoravel ao processo de
micropropagacao, pois sua formagéo na zona de enraizamento pode afetar a qualidade da
raiz, principalmente no que diz respeito as conexdes vasculares (SEKELI et al., 2013).
Rocha et al. (2008) ndo observaram influéncia negativa da formagdo de calos na
rizogénese in vitro de Genipa americana. Mas em alguns casos, o calo pode inibir a

formagdo de raiz, embora seja essencial para tal (SUAREZ et al., 2018). Portanto é
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necessario que haja equilibrio entre o desejado e o que pode se tornar desvantagem para
a rizogénese.

Em outros estudos com A. leiocarpa o uso da auxina ANA também proporcionou
maior calogénese do que a auxina AIB, uma média de 97,2% e 48,4% respectivamente
(LENCINA et al., 2020). Os mesmos autores afirmam que a calogénese néo influenciou
negativamente a rizogénese de garapa, assim como Maximo et al. (2020) também
afirmaram para Handroanthus impetiginosus. No entanto, para Eucalyptus grandis foi
observado que a producdo de calos na base do caule, indicou um excesso de auxina
exogena retardando a formacdo da raiz (NAKHOODA; WATT; MYCOCK, 2011).

A inducéo de calos ocorre frequentemente em cultura de tecidos e ndo envolve
necessariamente a desdiferenciacdo celular para criar uma massa de células, mas
representa uma forma de organogénese (XU; HUANG, 2014). Além disso o calo é
composto por células com caracteristicas semelhantes as células que formam o meristema
radicular. VVarios genes e processos envolvidos, bem como a capacidade do proprio tecido
da planta responder a esses estimulos na formacao das raizes laterais, também ocorrem
na formacdo do calo (XAVIER; WENDLING e SILVA, 2021). Para A. leiocarpa, foi
observado que a maior inducéo radicular acompanhou a maior média para formacéao de
calos, ambos sob o0 uso da auxina ANA, o que sugere nao haver prejuizo da calogénese
no enraizamento in vitro desta espécie. Embora seja necesséria a avaliacdo na aclimatacao
para a analise da capacidade das raizes na absorcao de agua e nutrientes.

Mesmo sem efeito significativo das auxinas e do tempo de pulso para o
enraizamento, a porcentagem média de enraizamento foi de 40,5%, sendo de 52,9% para
ANA e de 30% para AIB (Tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem média do enraizamento e o comprimento médio das raizes (cm)
no enraizamento in vitro de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa, aos 60 dias ap6s a
inoculacdo em funcdo das auxinas e do tempo de pulso

Tempo | Auxina AIB  ANA Média AlIB ANA Média

dia Enraizamento (%) Comprimento raiz (cm)
1 20,0 25,0 22,2 4,34 1,75 3,48
2 20,0 50,0 35,0 23,15 3,88 11,59
4 10,0 75,0 38,9 5,20 8,29 7,67
8 70,0 625 66,7 7,79 11,64 9,44
Média 30,0 529 40,5 10,15 7,41 8,64

No trabalho desenvolvido por Lencina et al. (2020) a auxina ANA em comparagdo

com AIB promoveu melhor resultado para o enraizamento de A. leiocarpa, com médias
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de 45,5% e 28,9%, respectivamente. De acordo com os autores, 0s segmentos nodais da
espécie em geral respondem bem ao estimulo de auxina ANA independentemente da
concentragéo.

Lencina et al. (2017) também trabalhando com a A. leiocarpa obtiveram maior
porcentagem de enraizamento (26,4%) utilizando AIB, sem diferenca significativa entre
as concentracodes testadas (0, 4,9, 9,8, 14,7 e 19,6 uM). Silva et al. (2019) estudando a
espécie Luehea divaricata relataram que a porcentagem de raizes adventicias primarias,
aos 30 dias de cultivo com AIB foi de 25,18% e, considerada baixa.

No entanto, outros trabalhos obtiveram sucesso avaliando pulsos em meio de
cultura com AIB, como por exemplo Suarez et al. (2018) com a espécie Leucospermum
tango em que foi alcangado no pulso de 2 dias, 100% de enraizamento independentemente
das concentracdes de AIB (55,5 e 111,11 uM). Estes autores apontam que a problematica
da toxidade dos explantes pela auxina no meio de cultura com altas concentracdes, pode
ser solucionada pela transferéncia destes explantes para um meio sem auxina, 0 que
melhorou significativamente as porcentagens de enraizamento. Do mesmo modo
Quambusch et al. (2017) observaram em Prunus avium quando realizaram um pulso em
meio com 49 uM de AIB por 48h, resultando em uma porcentagem de enraizamento 86%,
que foi considerada alta. Segundo Lencina et al. (2017) a espécie A. leiocarpa possui
dificuldade no enraizamento in vitro, quando se compara com a porcentagem de outras
espécies, 0 que reforca os resultados encontrados neste trabalho.

Para o comprimento de raizes foi observada grande variacdo no experimento,
independentemente do tratamento testado (Figura 12). O comprimento médio de
segmentos enraizamento apds exposicao a meio com AIB foi de 10,15 cm, e de 7,41 cm
em ANA (Tabela 6).
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Figura 12 - Segmentos nodais de Apuleia leiocarpa enraizados in vitro aos 60 dias ap6s
a inoculacdo. Segmento nodal de A. leiocarpa com menor comprimento de raiz (A);
Segmento nodal de A. leiocarpa com maior comprimento de raiz (B).

Cabe salientar que outros fatores externos, de natureza fisica e quimica tambeém
podem influenciar a rizogénese in vitro, estimulando-a ou inibindo-a. Além disso, 0
gendtipo da planta-matriz, entre outros aspectos podem, igualmente, interferir no
desenvolvimento in vitro de plantas (SILVA et al., 2019; XAVIER; WENDLING e
SILVA, 2021).

O tipo de auxina influencia a capacidade de enraizamento em muitas espécies da
familia Fabaceae e a escolha desse regulador pode variar de espécie para espécie (DEWIR
et al., 2016). Sendo assim, o uso da auxina ANA para o enraizamento in vitro de A.
leiocarpa é a melhor opcdo em comparacdo com a auxina AIB no tratamento através do
pulso de auxina, o que coincide com resultados encontrados por Lencina et al. (2017)
também no enraizamento in vitro da espécie. Deve-se destacar também que o
enraizamento adventicio é essencial para o sucesso da propagacdo vegetativa, sendo um
processo de grande complexidade que depende tanto de fatores enddgenos quanto

ex0genos que ainda ndo foram totalmente elucidados.
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6 CONCLUSOES

Foram elucidados aspectos para o desenvolvimento de um protocolo para a
micropropagacao de Apuleia leiocarpa por meio da proliferacdo de gemas axilares, para
as fases de multiplicacéo e de enraizamento in vitro.

Para a multiplicacdo in vitro de A. leiocarpa observando as concentracdes de
reguladores de crescimento, o uso da auxina ANA ndo afetou a multiplicacéo, porém a
citocinina BAP influenciou positivamente na emisséo de brotagdes, com a concentragdo
de 8,0 uM, apresentando melhores resultados de média para 0 nimero de gemas emitidas
e 7,1 uM para o numero de brotagdes. A citocinina foi fundamental para o sucesso da
multiplicacéo.

As diferentes concentracgdes de sacarose ndo influenciaram a multiplicagéo in vitro
da A. leiocarpa, no entanto a troca gasosa (tipo de vedacao) foi um fator importante a ser
considerado. A auséncia de membrana proporcionou melhores resultados do que a
presenca de membrana.

De forma geral, o tempo de pulso das auxinas ndo influenciou a rizogénese. A
auxina ANA favoreceu o nimero de raizes dos segmentos nodais, com média de 3,23

raizes, logo, para o enraizamento in vitro de A. leiocarpa é indicado o uso de ANA.

7 CONSIDERACOES FINAIS

A Apuleia leiocarpa ao longo do tempo vém sofrendo pressdo devido ao seu
elevado valor comercial madeireiro, chegando a Lista Vermelha de espécies Ameacadas
em Extingdo. Diante disso, a micropropagacdo torna-se uma possibilidade para
propagacao da espécie. No entanto, para a producdo de um protocolo completo que
permita a producédo eficiente de mudas de A. leiocarpa por meio da micropropagacao,
variados aspectos sobre o cultivo in vitro da espécie precisam ser abordados e
melhorados.

Tendo em vista que a micropropagacdo florestal de espécies particularmente
nativas da Mata Atlantica ainda é uma lacuna a ser preenchida, esperamos que este estudo

contribua com trabalhos posteriores, elevando a importancia da propagacao dessa espécie.
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