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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver protocolos para a desinfestacdo de
sementes e multiplicacdo in vitro de Khaya grandifoliola. Para desinfestacdo das sementes,
avaliou-se a retirada de tegumento antes da desinfestacéo, a retirada posterior a desinfestacéo e
ando retirada do tegumento. Na etapa de desinfestacdo das sementes avaliou-se também o efeito
das concentragdes 2,5 e 5,0% de hipoclorito de sodio e os tempos 5, 10, 20 e 30 minutos de
imersdo nessas solucdes. Para avaliacdo da etapa de multiplicacdo, testou-se as concentragdes
de 0, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg Lt de BAP adicionado ao meio nutritivo, em diferentes tempos de
cultivo, sendo as plantas avaliadas aos 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 dias apds inoculacdo. Para
a multiplicacio avaliou-se também as concentracdes de 0, 0,01, 0,1, 0,5e 1,0 mg Lt de TDZ
combinado com concentragdes de 0 e 0,1 mg L™ de ANA. Os resultados indicam que a retirada
dos tegumentos apresenta melhores respostas na desinfestacdo de sementes de Khaya
grandifoliola, assim como o uso de hipoclorito 2,5 % por cerca de 10 minutos. O cultivo in
vitro por um periodo de 25 dias possibilita um melhor vigor dos tecidos. A adicdo de BAP ou
TDZ ao meio nutritivo foi ineficaz para multiplicacéo in vitro de Khaya grandifoliola, todavia
proporcionaram um aumento da producdo de calos. Recomenda-se a investigacdo de demais
reguladores de crescimento disponiveis no mercado, com potencial de multiplicacdo, bem como

a continuidade de estudos na area.

Palavras-chave: Mogno Africano, Desinfestagdo, Micropropagacdo, Reguladores de
crescimento.



ABSTRACT

The present work aimed to develop protocols for seed disinfestation and in vitro multiplication
of Khaya grandifoliola. For seed disinfestation, the removal of the seed coat before
disinfestation, the removal after disinfestation and the non-removal of the seed coat were
evaluated. In the seed disinfestation stage, the effect of 2.5 and 5.0% concentrations of sodium
hypochlorite and 5, 10, 20 and 30 minutes of immersion in these solutions was also evaluated.
To evaluate the multiplication stage, concentrations of 0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg L™ of BAP
added to the nutrient medium were tested, at different cultivation times, with the plants
evaluated at 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 and 60 days after inoculation. For multiplication,
concentrations of 0, 0.01, 0.1, 0.5 and 1.0 mg L™ of TDZ combined with concentrations of 0
and 0.1 mg L of NAA were also evaluated. The results indicate that the removal of the seed
coats provides better responses in the disinfestation of Khaya grandifoliola seeds, as does the
use of 2.5% hypochlorite for around 10 minutes. In vitro cultivation for a period of 25 days
allows for better tissue vigor. The addition of BAP or TDZ on the nutrient medium was
ineffective for in vitro multiplication of Khaya grandifoliola, however they provided an
increase in callus production. It is recommended to investigate other growth regulators available
on the market, with potential for multiplication, as well as continuing studies in the area.

Keywords: African mahogany, Disinfestation, Micropropagation, Growth regulators.
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1. INTRODUCAO

O género Khaya representa um grupo de espécies arbdreas exoéticas conhecidas
popularmente no territorio brasileiro como mogno africano (Ferraz Filho et al., 2021), as quais
apresentam cultivos recentes em altas taxas de crescimento, com estimativa de que a area
plantada em territdrio brasileiro ja tenha alcancado, em 2021, 50 mil hectares (Ribeiro; Ferraz
Filho; Scolforo, 2017). Com a demanda crescente de produtos de origem florestal, para os mais
variados usos, 0 plantio de espécies do género Khaya pode representar uma alternativa no
mercado florestal, uma vez que vem ganhando espaco nos diferentes locais do mundo. Ribeiro
et al. (2018) apontaram a viabilidade financeira na conducédo de um plantio de mogno-africano
sob diferentes perspectivas de manejo florestal, obtendo probabilidades de sucesso muito
elevadas e altas taxas internas de retorno (14 a 25%), superiores a maioria das disponiveis no

mercado.

Uma das espécies do género Khaya que apresenta grande uso e importancia é¢ a Khaya
grandifoliola, pertencente a familia botanica Meliaceae e conhecida popularmente como mogno
africano ou mogno-da-folha-grande, destaca-se pela madeira de alto valor agregado e ampla
utilizacdo, especialmente para movelaria e construcéo civil (Opuni-Frimpong, 2008). Nativa do
continente Africano, estendendo-se do leste da Guiné até o Sudao e Uganda, pode atingir 45 m
de altura e 23 m de fuste sem ramificacdes, € caducifélia, com germinacdo do tipo hipdgea e
possui sementes aladas (Bouka-Dipelet et al. 2019; Opuni-Frimpong, 2008; Praciak et al.,
2013).

Devido ao elevado potencial de crescimento do mogno-africano e obtencao de produtos
de alto valor agregado, a producédo uniforme de mudas de alta qualidade torna-se essencial para
o0 atendimento deste mercado. Alguns aspectos podem limitar o cultivo da espécie, destacando-
se a dificuldade de producdo de mudas devido a auséncia de fornecimento continuo de
sementes, perda de viabilidade das sementes em curtos periodos e o seu elevado prego, fazendo
com que a producdo de sementes ndo atenda a demanda do mercado (Pinheiro et al., 2011).
Assim, a propagacdo vegetativa constitui uma alternativa importante para contornar
dificuldades encontradas no processo convencional de producdo de mudas, tornando-se, uma

alternativa viavel para a propagacao de plantas que apresentam dificuldades na propagacgéo



natural e baixo poder germinativo (Hartmann et al., 2014). Dentre as técnicas de propagacdo
vegetativa de espécies florestais, a micropropagacdo encontra-se entre as principais.

A micropropagacao tem sido utilizada na area florestal com diferentes finalidades, como
preservacdo de germoplasma, multiplicacdo de plantas selecionadas, rejuvenescimento e
limpeza clonal (Xavier; Wendling; Silva, 2013). Permitindo a producdo de um material
homogéneo e uniforme, livre de patdgenos, vigoroso, em larga escala, em tempo e espaco
reduzidos (Trueman; Hung; Wendling, 2018). Neste processo, varios fatores sao responsaveis
pelo desenvolvimento e resposta morfogénica das plantas in vitro, como a composi¢do do meio
nutritivo, os reguladores de crescimento utilizados e as condi¢fes da sala de cultivo em que as

plantas sdo mantidas.

Conhecimento sobre aspectos que afetam a resposta vegetal no cultivo in vitro é escasso
para muitas espécies. Ha caréncia de estudos que abordem vérios dos fatores envolvidos na
propagacao vegetativa, sendo necessario o desenvolvimento de protocolos mais eficientes, que
viabilizem a producdo de mudas em larga escala. Neste sentido, 0 presente estudo teve como
objetivos o desenvolvimento de protocolos para a introducdo in vitro de sementes de Khaya
grandifoliola, bem como a multiplicacdo in vitro de segmentos nodais em diferentes

concentracdes hormonais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Khaya grandifoliola

Durante o periodo de 1990 a 2017, apesar da area florestal global ter diminuido
aproximadamente 3,0%, a area mundial de florestas plantadas aumentou cerca de 64,0%, e a
demanda global por madeira em tora para diferentes fins industriais aumentou
aproximadamente 37,0% (Morland et al., 2018). No Brasil, os cultivos de mogno-africano
apesar de recentes, com suas primeiras plantacGes iniciando-se aproximadamente em 1999, tém
crescido de forma significativa nos ultimos anos, estima-se que a area plantada em territorio
brasileiro ja havia ultrapassado 50 mil hectares em 2021, predominantemente composta por

Khaya grandifoliola e Khaya senegalensis (Ferraz Filho et al., 2021; Ribeiro; Ferraz Filho;



Scolforo, 2017). Apresentando uma boa adaptacao ao territorio, em especial ao Cerrado, além
de alto valor econémico, representando um bom investimento, permitindo taxas internas de
retorno maximas de 25%, além dos beneficios ambientais, como protecdo de remanescentes e

sequestro de carbono (Campello; Coelho, 2023; Ribeiro et al. 2018).

O género Khaya, representa um grupo espécies arboreas exoticas de elevado potencial
madeireiro, conhecidas popularmente no territorio brasileiro como mogno africano, de origem
africana pertencente a familia botanica Meliaceae, destacado-se Khaya anthotheca (Welw.) C.
DC., Khaya grandifoliola C. DC., Khaya ivorensis A. Chev. E Khaya senegalensis (Desr.) A.
Juss. (Reis; Oliveira; Santos, 2019; Ribeiro; Ferraz Filho; Scolforo, 2017). A madeira do mogno
africano também é reconhecida pelas caracteristicas favoraveis ao uso moveleiro de alto valor
agregado, assim como os produtos florestais ndo-madeireiros que sdo bastante explorados,

como a utilizacdo da casca e folhas na producédo de biofarmacos (Sousa; Barreira, 2022).

Khaya grandifoliola é conhecida popularmente como mogno-da-folha-grande, possui
uma madeira muito valorizada, de ampla utilizagcdo, como carpintaria, movelaria, e laminagé&o,
construcdo civil e naval (Opuni-Frimpong, 2008). Destaca-se também seus usos
etnomedicinais, em seus locais naturais, como a utilizacdo do extrato da casca do fuste no
tratamento da maléria (Guy-Armand et al., 2023; Onohuean et al., 2021), além de outras
aplicacdes biomédicas e farmacoldgicas (Akinyelu et al., 2023; Nurain; Bewaji, 2017; Owona
etal., 2022).

Nativa do continente Africano, ocorre naturalmente desde a Republica de Guing, na
costa oeste da Africa, até o Suddo e Uganda, ao leste (Figura 1) (Opuni-Frimpong, 2008).
Encontrada principalmente em Floresta Semidecidual, de ocorréncia ao longo dos cursos
d’agua quando nos tipos secos e Savana, encontrando-se também em partes rochosas e
montanhosas de Floresta Semidecidua Umida e florestas de galeria (Bouka-Dipelet et al. 2019;
Opuni-Frimpong et al., 2016; Praciak et al., 2013).

Apresenta porte de médio a alto, podendo atingir 45 m de altura, com diametro de cerca
de 150 cm e os fustes podem atingir 23 m, sem ramificacdes, podendo apresentar sapopemas
de até 3 m de altura, sendo uma especie do tipo caducifélia (Bouka-Dipelet et al. 2019; Praciak

et al., 2013). A propagacdo seminifera é a principal forma utilizada para producéo de mudas da



espécie, que possui sementes altamente atacadas por insetos e quando novas apresentam
elevadas taxas de germinagéo, cerca de 90%, todavia perdem sua viabilidade rapidamente, cerca

de 2 meses em condicdes naturais (Opuni-Frimpong, 2008).

Assim, hé dificuldades de producdo de suas mudas, visto que a producao de sementes
ndo atende a demanda do mercado, e tais dificuldades estdo relacionadas a falta de fornecimento
continuo das sementes; o dificil processo de coletas devido ao seu porte e irregularidade; a
perda de viabilidade em pequeno espaco de tempo; e o elevado preco das sementes (Pinheiro et
al., 2011). Desta forma, a propagacdo vegetativa é apontada como ferramenta auxiliar na
producdo de mudas da espécie.

3 - Burunc
FISIONOMIAS VEGETACIONAIS - 0 Canga
DA AFRICA

Medkterranea e
Desértica
Semidesértica
Savana seca
Savana inundada Pt .‘,...
Savana Umida
» Floresta tropical
Campos temperados
Montanhosa

Local de corréncia
da Khaya grandifoliola

Figura 1. Area de ocorréncia natural de Khaya grandifoliola no continente Africano. Fonte:
Reis, Oliveira e Santos (2019).

2.2.Propagacéo Vegetativa
A propagacéo vegetativa, também conhecida como propagagéo assexuada ou clonagem,

consiste na producdo de mudas ou novas plantas a partir de partes ou 6rgdos vegetativos da

planta (ramos, gemas, estacas, folhas, raizes e outros), ou seja, consiste em um processo que



ndo ha recombinacdo génica, permitindo a producdo de plantas selecionadas em grande
quantidade, geneticamente idénticas a planta fornecedora de propagulo (Hartmann et al., 2014;
Wendling; Dutra; Grossi, 2006). E um processo de multiplicacdo que ocorre através de
mecanismos de divisao e diferenciacéo celular, por meio da regeneracao de partes da planta-

mée (Fachinello; Hoffmann; Nachtigal, 2005).

As técnicas de propagacéo vegetativa constituem-se em um dos principais processos de
producdo de mudas, possibilitando a perpetuacdo de importantes ganhos genéticos obtidos em
programas de melhoramento, destacando-se quatro métodos principais: enxertia, mergulhia,
estaquia e propagacao in vitro (Dias et al., 2005; Xavier; Wendling; Silva, 2013). Existem
importantes vantagens associadas a esses métodos, como a obtencdo plantas homogéneas,
possibilitando uma uniformidade de plantios, maior controle sobre a qualidade de seus
produtos, bem como o aproveitamento de combinacfes genéticas variadas (Xavier; Wendling;
Silva, 2013). Por sua vez, pode apresentar como desvantagens, plantas com menor longevidade,
sistema radicular menos desenvolvido, além do aumento de riscos aos aspectos fitossanitarios,

devido a homogeneidade da populacéo clonal (Dias et al., 2005).

Desta forma, o uso da clonagem de espécies florestais em larga escala tem grande
potencial no aumento da produtividade, através da adocdo da silvicultura clonal, utilizando de
individuos superiores (Assis; Reis, 2023). No territério brasileiro, destaca-se o uso da clonagem
para alguns géneros e espécies, sendo a silvicultura clonal em Eucalyptus uma das mais
evoluidas e estabelecidas, apresentando excelentes resultados principalmente com a estaquia,
bem como a enxertia na heveicultura permitindo a reducdo de doencas, aumento de
produtividade de latex e adaptacdo local (Xavier; Wendling; Silva, 2013). Em Khaya
grandifoliola ja foram relatados resultados interessantes com os de Azevedo et al. (2021) que
indicaram a miniestaquia como uma alternativa viavel para a propagacao da espécie, utilizando-se
como propagulos as partes apicais de brotos oriundos de minicepas cultivadas em viveiro, com
melhoria do enraizamento pelo uso do acido indélbutirico na concentragdo de 2000 mg L.
Também ja foi relatada a influéncia do substrato no enraizamento de estacas da espécie,

indicando ser possivel a producdo de mudas de qualidade via estaquia (Opoku et al., 2022)

2.3. Micropropagacao



A cultura de tecidos vegetais € uma importante técnica que permite cultivar células,
tecidos e 6rgdos vegetais, em condicGes controladas e assepticas, possibilitando a multiplicacdo
de celulas, tecidos e 6rgdos em larga escala, de forma rapida e uniforme (Akin-ldowu et al.,
2009; Rai et al., 2022). Representa uma importante ferramenta biotecnologica que pode agregar
valor e contribuir para a expanséo, valorizacéo e conservacgéo de plantas (Santos et al., 2021),
na qual destaca-se a micropropagacdo como uma importante area da cultura de tecidos aplicada

no setor florestal.

A Micropropagagdo &€ um importante método da cultura de tecidos utilizado para
propagacdo clonal de plantas em larga escala e em curto periodo de tempo, de forma controlada,
permitindo a propagacdo em massa de clones especificos, producdo continua de plantas livres
de patdgenos, bem como a preservacdo de germoplasma (Hartmann et al., 2014; Trueman;
Hung; Wendling, 2018). A micropropagac&o se fundamenta essencialmente em quatro estagios
principais, (1) Estabelecimento, entrada dos propagulos no cultivo in vitro; (2) Multiplicacéo,
aumento das brotacdes; (3) Enraizamento; (4) Aclimatizacdo, mudanca gradual das plantas para
condicdes ao ar livre (Hartmann et al., 2014). Sendo estes fundamentais para uma producéo

vegetal eficiente, vigorosa e que possa se perpetuar.

Com relacdo a micropropagacdo de espécies florestais, tem um elevado potencial de
aplicacdo, permitindo a propagacdo clonal em larga escala, selecdo de genotipos e
rejuvenescimento clonal, contribuindo para fornecer clones superiores e livres de patégenos,
podendo também ser empregada em lenhosas de dificil propagagdo (Trueman; Hung;
Wendling, 2018; Yasodha; Sumathi, 2004). Entretanto, é evidente a caréncia de trabalhos de
propagacdo in vitro para espécies lenhosas, restringindo-se a poucas espécies e géneros de

maior interesse.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Local de estudo, material vegetal e condicdes de cultivo

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Recursos Genéticos Florestais (Laborgen)
do Nucleo de Biotecnologia Florestal (NBF), do Instituto de Florestas da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica - RJ.



As sementes foram fornecidas pelo Laboratério de Biologia Reprodutiva e Conservagao
de Espécies Arboreas (LACON), do Instituto de Florestas da UFRRJ. Apos a instalacdo dos
testes, as plantas foram mantidas em sala de cultura com temperatura (25+2°C) e fotoperiodo

(16h) controlados, até a sua avaliacao.

3.2. Desinfestacao e germinacéao: retirada de tegumento

Testou-se o efeito da retirada do tegumento das sementes de Khaya grandifoliola (Figura
2) na sua desinfestacdo e germinacdo, sendo avaliadas 3 metodologias: retirada manual do
tegumento antes de sua desinfestacdo (T1); retirada do tegumento com auxilio de pincas, em
camara de fluxo laminar apds sua desinfestacdo (T2); uso da semente inteira (com tegumento)
(T3).

D100 0 0

Figura 2. Sementes de Khaya grandifoliola sem e com tegumento, respectivamente da

esquerda para direita.

Em camara de fluxo laminar, realizou-se a assepsia das sementes em solucdo de
hipoclorito de sodio (NaClO) na concentracdo de 2,5% acrescida de 4 gotas de Tween-20 para
cada 100 mL de solucdo, por 20 minutos sob agitacdo constante, com posterior lavagem das
sementes em agua destilada e autoclavada. As mesmas foram inoculadas individualmente em

frascos contendo 30 mL de meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) previamente



preparado e autoclavado, acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L™ de polivinil
pirrolidona (PVP), 30 g L* de sacarose e 2,3 g L™ de phytagel, com pH ajustado para 5,7 +0,1.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamentos, 6 repeticdes,

com cada repeticdo composta por 4 frascos contendo uma semente cada.

3.3._Desinjestagéo e germinacgdo: Concentracgéo de hipoclorito de sodio e tempo de

imersao

Foi realizada a retirada dos tegumentos das sementes de Khaya grandifoliola
manualmente antes da desinfestacdo. Em camara de fluxo laminar, realizou-se a assepsia das
sementes em solucdo de hipoclorito de s6dio nas concentracdes de 2,5 e 5,0% acrescidas de 4
gotas de Tween-20 a cada 100 mL de solucgéo, onde permaneceram por 5, 10, 20 e 30 minutos
sob agitacdo constante, com posterior lavagem das sementes em agua destilada e autoclavada.
As mesmas foram inoculadas individualmente em frascos contendo 30 mL de meio de cultura
MS previamente preparado e autoclavado, acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L
1 de PVP, 30 g L de sacarose e 6 g L™ de &gar, com pH ajustado para 5,7 + 0,1.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4, sendo 2
concentracdes de hipoclorito de sodio e 4 tempos de imersdo, com 5 repeticdes e 3 frascos por

repeticdo, contendo uma semente por frasco de cultivo.

3.4. Multiplicagdo: BAP e tempo de cultivo

Plantas germinadas in vitro foram utilizadas como fonte de explantes. Em cdmara de
fluxo laminar, segmentos nodais apresentando entre 2 e 3 cm foram retirados das plantas e
inoculados individualmente em frascos contendo 30 mL de meio de cultura MS previamente
preparado e autoclavado, acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L™* de PVP, 30 g L
! de sacarose, BAP nas concentragdes 0, 0,5, 1,0, 2,0e 4,0 mg L, 0,01 mg L de 4cido naftaleno

acético (ANA), além de 6,5 g L™ de &gar, com pH do meio ajustado para 5,7 + 0,1.

O experimento foi avaliado dos 25 aos 60 dias, em intervalos de 5 dias. Adotou-se um

delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela subdivida, organizados em 5



tratamentos (concentracdes de BAP), 8 subparcelas, 4 repeticdes com 4 frascos por repeticéo,
sendo um explante por frasco de cultivo.

3.5. Multiplicacéo: Citocinina x Auxina (TDZ e ANA)

Seguindo o mesmo protocolo para a multiplicagdo com BAP, testou-se thidiazuron
(TDZ) nas concentragdes 0, 0,01, 0,1, 0,5 e 1,0 mg L™ e ANA nas concentracdes 0 e 0,1 mg L~
!, Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2, sendo 5
concentracdes de TDZ e 2 de ANA, com 5 repeticdes e 3 frascos por repeticao, contendo um
explante por frasco de cultivo.

3.6.Coleta e analise de dados

Para os experimentos de desinfestacdo e germinacao, apds 30 dias de cultivo, avaliou-
se a taxa de contaminacdo, germinacdo e numero de plantulas normais. Para o teste de
multiplicacéo testando-se BAP e tempo de cultivo, avaliou-se dos 25 aos 60 dias em intervalos
de 5 dias, 0 numero de gemas, tamanho dos calos e o vigor das plantas em escala de 0 a 3, onde
0 — morto, 1 — ruim, 2 — bom e 3 — 6timo (Figura 3). Para o TDZ, avaliou-se as variaveis
mencionadas para o teste com BAP, adicionando também avaliacdo sobre o nimero e tamanho

médio das brotacdes emitidas.

A B C D

Figura 3. Classificagéo de vigor das plantas de Khaya grandifoliola em experimento de uso do

BAP aos 45 dias de cultivo, variando entre morto (A), ruim (B), bom (C) e étimo (D).



Para analise de variancia foi testada a normalidade dos residuos pelo teste Shapiro-Wilk
e a homogeneidade de variancias pelo teste Bartlett. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia e de regressdo polinomial utilizando o software R versdo 4.2.3 (R

Core Team, 2023) e o pacote ExpDes (Ferreira et al., 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desinfestacado e germinacao: retirada de tegumento

A taxa de contaminacdo foi influenciada pelos tratamentos de retirada de tegumento das
sementes de Khaya grandifoliola (Tabela 1). Enquanto para as variaveis germinagdo e nimero
de plantulas normais, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos testados
(p<0,05).

Tabela 1. Resultado da andlise de variancia para a taxa de contaminacdo, germinacéo e nimero
de pléntulas normais, a partir de sementes de Khaya grandifoliola inoculadas in vitro em funcéo

da retirada de tegumento, 30 dias apés a inoculacao.

VARIAVEL P CV (%)
Contaminag&o 0,00896" 42,16
Germinacao 0,4462™ 50,97
Plantulas Normais 0,4862" 57,94

CV: Coeficiente de Variacao; P: probabilidade do valor P; *: p<0,05; ns: p>0,05.

A retirada do tegumento, seja antes ou ap0s a desinfestacdo, foi fator importante para
diminuicdo da taxa de contaminacdo. O procedimento que proporcionou maior taxa de
contaminagdo foi aquele onde a semente utilizada foi desinfestada e inoculada contendo o
tegumento (Figura 4). As taxas de contaminagdo nos tratamentos com retirada do tegumento
antes ou apos a desinfestacdo foram significativamente iguais e inferiores aquele sem a retirada,
com média de 33,33% e 41,67%, respectivamente. Apesar de serem estatisticamente iguais,
considerando a dificuldade de retirada do tegumento com o uso das pingcas em camara de fluxo
laminar, e o possivel aumento de perdas de sementes devido a quebras e lesdes neste sistema,
destaca-se a metodologia com a retirada prévia do tegumento da semente como a mais

recomendada para o estabelecimento in vitro da espécie.
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Figura 4. Valores médios de contaminacdo sob diferentes métodos de retirada de tegumento, a
partir de sementes de Khaya grandifoliola inoculadas in vitro em funcdo da retirada de
tegumento, 30 dias apds a inoculacdo. Médias seguidas de letras iguais ndao sdo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade.

A presenca do tegumento pode afetar diretamente o processo de germinagdo, atuando
como uma barreira fisica, dificultando as trocas gasosas e entrada de agua, reduzindo assim, 0s
niveis de desenvolvimento do embrido, influenciando o direcionamento da radicula e até a
ocorréncia de danos e deformacgdes (Galeriani; Cosmo, 2020; Guedes et al., 2023; Silva;
Carvalho, 2020). Sua retirada em algumas espécies, pode promover maior porcentagem e indice
de velocidade de germinagdo, bem como uma homogeneidade de germinacéo (Dias; Freire,
2017; Guedes et al., 2023).

A impermeabilidade do revestimento da semente pode estar diretamente associada aos
aspectos estruturais que o tegumento apresenta formando uma barreira entre 0 embrido e 0o meio
externo, podendo influenciar diretamente a germinacao (Alves Junior et al., 2016). Juntamente,
é fundamental destacar que o tegumento representa o tecido das sementes com contato direto
com o ambiente externo, e consequentemente ha contaminantes presentes no solo e ar. Por ser
a parte mais externa da semente, possivelmente sua retirada representa também a retirada de

grande parte dos contaminantes e impurezas que poderiam dificultar a desinfestacdo do material
para introducéo in vitro.
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Apesar de ndo apresentar diferencas significativas a taxa de germinacgéo foi de 90,28%
para a retirada do tegumento apés a desinfestagdo, 73,61% retirada do tegumento antes da
desinfestacdo e de 60% na utilizacdo da semente intacta. Ja para o numero de plantulas normais
foi de 66,66, 78,57 e 100% para os tratamentos com retirada do tegumento apos a desinfestacéo,
retirada do tegumento antes da desinfestacdo e na utilizagdo da semente sem retirar o

tegumento, respectivamente.

Salvador (2020) ao estudar o efeito do tegumento no desenvolvimento de plantulas de
Myrciaria floribunda, constatou que sua auséncia proporcionou taxas superiores de
crescimento, vigor e desenvolvimento. Oliveira Junior (2021) também encontrou respostas
similares para Eugenia involucrata DC. na qual sua retirada, permitiu melhores taxas de

germinacdo, formacdo de parte aérea, comprimento e formacéo de gemas.

No entanto, a retirada do tegumento é uma atividade onerosa e delicada, uma vez que,
durante o processo, pode-se causar ferimentos aos meristemas localizados nas duas
extremidades das sementes, podendo prejudicar sua capacidade germinativa, além disso
qualquer dano pode facilitar o ataque de microrganismos patogénicos e seu apodrecimento
(Guedes et al., 2023; Marteninghi, 2017).

Em contraposicdo a esses trabalhos, para Khaya grandifoliola ndo foram observadas
diferencas significativas para a germinacdo e numero de plantas normais, todavia a taxa de
contaminacéo foi inferior com a retirada dos tegumentos, sendo o seu controle fundamental
para o sucesso do estabelecimento in vitro. Desta forma, para a desinfestacdo e estabelecimento

in vitro de sementes de Khaya grandifoliola recomenda-se a retirada prévia do tegumento.

4.2. Desinfestacdo e germinacdo: Concentracdo de hipoclorito de sédio e tempo de
imerséo

Ao avaliar a taxa de contaminacdo, observou-se efeito da interagdo entre a concentragéo

do hipoclorito e o tempo de imersdo (p<0,05). A variavel nUmero de plantulas normais foi

influenciada apenas pelo fator concentracao de hipoclorito. A germinacdo nao sofreu influéncia

dos fatores testados (Tabela 2).
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Avaliando os desdobramentos dos fatores, para a variavel contaminagdo, observou-se
que quando as sementes foram imersas por 30 minutos, o fator concentracdo foi significativo.
Os resultados indicam que, ao empregar a metodologia de imersdo em hipoclorito por 30
minutos, utilizar a concentracdo de 2,5% proporciona menor contaminacdo das sementes in
vitro (Tabela 3).

Tabela 2. Resultado da anélise de variancia para a taxa de germinagdo, contaminagdo e nimero
de plantulas normais, a partir de sementes de Khaya grandifoliola inoculadas in vitro em funcéo

da concentragdo de hipoclorito de sddio e tempos de imersdo, 30 dias apds a inoculagao.

P
Variavel Concentragdo  Tempo Concentrag&o x CV (%)
Tempo
Contaminag&o 0,6091" 5,0 x 10°° 0,0400" 68,04
Germinacao 0,0837"™ 0,0789"™ 0,7486"™ 62,20
Plantulas normais 0,0460" 0,6639™ 0,1644"™ 101,80

CV: Coeficiente de Variacao; P: probabilidade do valor P; *: p<0,05; ns: p>0,05.

Tabela 3. Valores médios de contaminacdo de sementes de Khaya grandifoliola inoculadas in

vitro em funcdo de diferentes concentracdes de hipoclorito de sddio e diferentes tempos de

imers&o.
Tempo (min)
Concentracéo (%) 5 10 20 30
2,5 46,67 a 6,67 a 33,33 a 26,67 b
5,0 53,33 a 0,00 a 13,33 a 60,00 a

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna ndo sao significativamente diferentes

pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade.

Quando se avaliou o tempo dentro de cada concentracdo de hipoclorito usada, foi
observado efeito quadratico da contaminacdo em relacéo ao tempo de imersao, quando utilizou-
se hipoclorito de sédio 5% (Figura 5). Para a concentracdo de hipoclorito 2,5%, ndo houve

ajuste de regressédo para os dados (Figura 6).
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Figura 5. Modelo polinomial quadratico para contaminacdo em funcéo do tempo de imersdo

hipoclorito de sodio 5% de semente de Khaya grandifoliola, aos 30 dias de cultivo, via curva
de regressao ajustada.
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Figura 6. Dados médios para taxa de contaminacdo em fungdo do tempo de imersdo em

hipoclorito de sodio 2,5% de sementes de Khaya grandifoliola, aos 30 dias de cultivo.

O tempo de imersdo de sementes de Khaya grandifoliola em hipoclorito de sédio,
foi um fator determinante em sua descontaminacédo, e a utilizacdo da concentracdo de 5%

permitiu um ponto 6timo (minimo de contaminacéo) aos 16,43 minutos (~ 16 minutos), com
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uma taxa estimada de 0% de contaminacdo (Figura 5). Por sua vez em condic6es de hipoclorito
de sodio 2,5% apresentou menores valores médios de contaminagdo no tempo de 10 minutos,

com uma taxa média de 6,7% de contaminacgéo

Para a variavel plantulas normais, observou-se uma média de 52,8% de plantulas
normais quando foi utilizada concentracéo de 2,5%, sendo este valor superior & média de 23,3%
obtida na concentracdo de 5% de hipoclorito de sddio (Tabela 4). No entanto, ao avaliar a
germinacdo, ndo foi observada influéncia dos fatores testados, sendo os valores médios de
germinacao de 64,2% e 45,0% para as concentragdes de hipoclorito 2,5 e 5%, respectivamente.
Em relacdo aos tempos de imersédo, as médias de germinacao foram de 76,7%, 45,0%, 58,3% e

38,3% paras o0s tempos 5, 10, 20 e 30 minutos, respectivamente.

Tabela 4. Valores medios de nimero de plantulas normais de sementes de Khaya grandifoliola
inoculadas in vitro em funcédo de diferentes concentrag6es de hipoclorito de sédio.

Concentragéo (%) Plantulas normais (%)
2,5 52,78 a
5,0 23,33 Db

Médias seguidas de letras minusculas iguais na coluna ndo sao significativamente diferentes

pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade.

Entre as dificuldades no estabelecimento dos vegetais in vitro esta a relacdo direta com
a presenca de microrganismos enddgenos e exdgenos que influenciam na viabilidade da técnica
e no desenvolvimento do material vegetativo (Lozano; Guerrero; Lopez, 2015). A
contaminacdo pode ser responsavel pelo insucesso da implantagéo de culturas in vitro, no qual
a desinfestacdo do material vegetal propagado é frequentemente realizada pela destruicao
quimica dos microrganismos por meio de compostos esterilizantes como alcool, hipoclorito de
sodio, fungicidas e acido sulfarico (Pasqual et al. 2012). Utilizar componentes de amplo
espectro de acdo e que também sejam pouco toxico as culturas nas concentragdes necessarias

para controlar microrganismos é fundamental para o sucesso desta etapa (Pasqual et al., 2012).

O tipo de substancia a ser utilizada na desinfestacdo de explantes, sua concentragéo e

tempo de exposi¢do sdo alguns dos fatores de grande importancia no estabelecimento de uma

15



cultura in vitro, uma vez que essas solugdes desinfestantes podem também ocasionar injdrias e
estresse no material vegetal (Taiz; Zeiger, 2013). O hipoclorito de sédio é uma substancia
desinfestante bastante usada na assepsia de sementes e explantes, sendo importante avaliar, para
cada caso, a melhor concentracéo e tempo de exposicao, visto que valores muito baixos podem
acarretar altas contaminacOes e perdas, enquanto em situacdo oposta pode haver elevada
mortalidade e danos nos tecidos vegetais.

A resposta aos métodos de desinfestacdo de sementes € variavel entre diferentes
espécies avaliadas, bem como para a concentragdo e tempos de imersdo nos agentes
desinfestantes. Pereira et al. (2021), ao avaliarem os efeitos do tempo de imerséo em hipoclorito
de sbédio na desinfestacdo de sementes de Swietenia macrophylla King, conhecida
popularmente como mogno brasileiro, observou que a desinfestacdo das sementes deve ser
realizada com imersdo em hipoclorito de sodio 2,5% por 40 minutos. Ja Marchi e Fernandes
(2020) observaram em Adenium obesum Roem. & Schult. (Forssk.), que a utilizacdo de

hipoclorito de sddio 2% por 20 minutos ja é suficiente e eficiente na assepsia das sementes.

De forma geral, a desinfestacéo de sementes de Khaya grandifoliola pode ser realizada
com alta taxa de sucesso utilizando hipoclorito de sédio nas concentracGes 2,5 e 5%, por tempos
entre 10 e 16 minutos. No entanto, para que ndo haja prejuizo da formacéo da plantula gerada
(plantula normal) recomenda-se a desinfestacdo das sementes de Khaya grandifoliola, para
estabelecimento in vitro, utilizando solucéo de hipoclorito de sodio 2,5%, além da reducdo da
concentracéo de cloro aplicado ao tecido e seu estresse gerado.

4.3. Multiplicagdo: BAP e tempo de cultivo

O vigor apresentou respostas para as concentracdes de BAP, tempo de cultivo e sua
interacdo (p<0,05). Ja para tamanho de calos, a concentracdo e tempo de cultivo influenciaram,
ndo sendo significativa a interacdo dos fatores (p>0,05). Enquanto para o numero de gemas,
apenas o tempo de cultivo apresentou diferencas significativas (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultado da andlise de variancia para o vigor, nimero de gemas e tamanho de calos,
a partir de segmentos nodais de Khaya grandifoliola inoculados in vitro em fungdo da

concentracdo de benzilaminopurina (BAP) pelo tempo de cultivo.

Variavel "
BAP Tempo BAP x Tempo CV (%)
Vigor 1,0x 108" 1,2x10°" 0,0014" 53,29
Numero de gemas 0,3614"™ 3,5x10°" 0,3012" 50,64
Tamanho de calos 2,0x 101" 0,0588 " 0,4562 " 26,18

CV: Coeficiente de Variagdo; P: probabilidade do valor P; *: p<0,05; ns: p>0,05.

A variavel vigor, de forma geral, apresentou melhores respostas dos 25 aos 45 dias de
cultivo (Tabela 6 e figura 7), apesar de ndo diferirem significativamente entre si, apresenta
maiores valores ao inicio do periodo. J& para concentracdo de BAP, os melhores resultados
ocorrem nas concentragtes de 0,5 e 1,0 mg L™ de BAP ou em sua auséncia, apesar de n&o

diferirem entre si, seu apice ocorre em sua auséncia.

Tabela 6. VValores médios de vigor de explantes de Khaya grandifoliola inoculados in vitro em

funcdo de diferentes concentracdes de benzilaminopurina (BAP) e por diferentes tempos de

cultivo.
Tempo BAP (cc)
(dias) 0 0,5 1,0 2,0 4,0
25 150Aa 146 Aa 150Aa 145Aa 121 Aa
30 151Aa 1,31 Aab 1,38 AB a 1,27 Aab 1,0ABb
35 138Aa 1,03ABab 1,19ABab 1,0ABb 1,03 AB ab
40 124 Aa 1,06 AB a 1,0 ABCa 1,0ABa 1,03 AB a
45 111Aa 1,0ABa 0,96 ABC a 1,0ABa 1,03 AB a
50 1,05 AB a 1,0ABa 0,80 BC ab 061Bb 0,75 AB ab
55 0,96 AB a 0,55BChb 0,40CDb 0,40Bb 055Bb
60 0,43 B ab 0,25 C bc 0,00Dc 0,47 B ab 0,68 AB a

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na coluna e letras minasculas iguais na linha ndo

sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade.
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Figura 7. Dados médios para vigor ao longo do tempo de cultivo in vitro de Khaya

grandifoliola em diferentes concentragdes de BAP

Para a varidvel nimero de gemas, o cultivo in vitro do explante por até 55 dias
proporcionou resultados superiores (Figura 8). Entretanto apesar destes nao diferirem entre si,
seu ponto maximo ocorre aos 30 dias, havendo um decréscimo na média com o aumento da

durag&o do cultivo in vitro.
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Figura 8. Valores médios de nimero de gemas por segmento nodal sob diferentes tempos de
cultivo, a partir de explantes de Khaya grandifoliola multiplicados in vitro. Médias seguidas de
letras iguais ndo sd@o significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de

probabilidade.
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Figura 9. Valores médios de tamanho de calos sob diferentes concentracdes de BAP, a partir
de explantes de Khaya grandifoliola inoculados in vitro. Médias seguidas de letras iguais ndo

sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de probabilidade

Por sua vez para o tamanho de calos, a utilizacdo de maiores concentracdes de BAP
proporcionou resultados superiores (Figura 9), desta forma a auséncia do hormonio
proporcionou melhores respostas, ndo apresentando diferencas significativas do tratamento
utilizando 0,5 mg L de BAP.

Os reguladores de crescimento sdo componentes adicionados na cultura de tecidos para
suprir as deficiéncias dos teores enddgenos do proprio explante, estimulando respostas de
interesse para diferenciacdo, crescimento, alongamento e multiplicacéo celular (Grattapaglia;
Machado, 1998). Os reguladores mais utilizados s&o as auxinas e citocininas, com o objetivo
de promover a multiplicagdo, alongamento e diferenciagdo celular, principalmente quando estes

interagem (Taiz; Zeiger, 2009).
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Para multiplicacdo in vitro de diversas plantas, o uso do BAP tem sido relatado
frequentemente como regulador que proporciona bons resultados nesta etapa da
micropropagacdo. Oliveira Junior (2021) ao avaliar o uso do BAP na multiplicacdo de
segmentos nodais de Eugenia involucrata DC. Encontrou que a utilizagdo de 2,5 mg L™ de
BAP possibilita a obtencdo de um maior nimero de brotagdes. Ja para Cedrella odorata L.,
Lameira, Cordeiro e Campelo (2020) constataram que a utilizacdo de 1,0 mg L™ de BAP
permite uma melhor inducdo de brotagdes, possibilitando maiores sucessos na etapa de

multiplicacdo durante o cultivo in vitro.

Colaborando parcialmente com estes estudos, em Khaya grandifoliola, a auséncia do
BAP ou seu uso em baixas concentragdes (0,5 e 1,0 mg L) apresentaram melhores respostas
para a maioria das variaveis, entretanto € importante destacar que os resultados foram
considerados insuficientes para a continuidade das etapas de micropropagacdo da espécie,

sendo importante que a fase de multiplicacéo seja melhor investigada.

O conhecimento sobre o tempo necessario de permanéncia de uma planta em uma
determinada condicdo é fundamental para otimizar o desenvolvimento das plantas in vitro,
permitindo uma producdo em qualidade e quantidade superior, com menores perdas de tempo
e recursos. O crescimento in vitro das culturas estd diretamente relacionado ao tempo de
permanéncia no meio de cultivo, visto que ao permanecer por um periodo muito reduzido, as
culturas apresentam baixo desenvolvimento, apresentando geralmente apenas uma folha
expandida, rizoma pouco definido, menor enraizamento com baixa iniciacdo de primérdios
radiculares e consequentemente, resultando numa menor porcentagem de sobrevivéncia nas

etapas posteriores (Costa et al., 2008).

Pinheiro, Carvalho e Martins (2018), ao avaliarem o efeito do tempo nas etapas de
enraizamento e alongamento de Musa sp., observaram que o cultivo durante um periodo de 35
dias permite um maior desenvolvimento das plantas. Ja Santos et al. (2011), ao estudarem a
influencia do sorbitol e sacarose pelo tempo na conservacédo in vitro de Hancornia speciosa
Gomes, observaram interacdo entre os fatores, onde o valor do nimero de brota¢des da espécie
foi crescente em funcdo do aumento do tempo de cultivo nas menores concentragdes dos
acucares, mas quando utilizou-se maiores concentragdes, houve decréscimo das brotagcdes ao

longo do tempo. Similar aos resultados encontrados em Musa sp., por Pinheiro, Carvalho e
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Martins (2018), cultivar Khaya grandifoliola in vitro por periodos entre 25 e 45 dias, permitiu

melhores resultados, com seu climax aos 25 dias.

De forma geral, recomenda-se o cultivo da espécie in vitro sem a utilizacdo do BAP,
durante um periodo de 25 dias, permitindo a producgdo de plantas mais vigorosas, com maiores

taxas de multiplicacédo e baixa producéo de calos.

4.4. Multiplicagéo: Citocinina x Auxina (TDZ e ANA)

As concentracdes de TDZ utilizadas influenciaram as varidveis vigor, numero de
brotacdes e tamanho de calos (p<0,05). O fator concentracdo de ANA influenciou as respostas
de vigor, mas ndo foi observada interacdo significativa entre os fatores para nenhuma das
variaveis (p>0,05). O numero de gemas e tamanho das brotagdes ndo diferiram

significativamente entre si para nenhuma condicédo (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da anélise de variancia para o vigor, numero de gemas e tamanho de calos,
a partir de segmentos nodais de Khaya grandifoliola inoculados in vitro em fungdo da
concentracdo de thidiazuron (TDZ) e &cido naftaleno acético (ANA), 45 dias ap6s a inoculagéo.

Variavel "
TDZ ANA TDZ x ANA CV (%)
Vigor 9,0x 10" 0,0029" 0,7657" 73,15
NUmero de gemas 0,1796" 0,3276" 0,5481" 53,05
NUmero de brotacGes 0,0337" 0,2830"™ 0,4514" 28,85
Tamanho meédio das brotacGes 0,7346M 0,6099™ 0,6691™ 30,63
Tamanho de calos 0,0159" 0,4137™ 0,2091" 60,29

CV: Coeficiente de Variacdo; P: probabilidade do valor P; *: p<0,05; ns: p>0,05.
O vigor apresentou efeito polinomial quadratico para a presenca do TDZ (Figura 10),

apresentando maiores valores em sua auséncia ou em baixas concentracdes. Enquanto para

ANA, teve melhores respostas em sua auséncia (Tabela 8).
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Figura 10. Modelo polinomial quadratico para vigor em fungdo da concentracdo de TDZ em
segmentos nodais de Khaya grandifoliola, aos 45 dias de cultivo, via curva de regressdo

ajustada.

Tabela 8. VValores médios de vigor sob diferentes concentracfes de ANA, a partir de explantes

de Khaya grandifoliola inoculados in vitro.

ANA (mg L) Vigor
0 1,36a
0,1 0,85b

Médias seguidas de letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey em
nivel de 95% de probabilidade.

J& o nimero de brotagdes apresentou efeito linear para a presenca do TDZ (Figura 11),

com uma tendéncia de redugdo com o aumento da concentragéo do hormonio.

A variavel tamanho dos calos diferiu significativamente entre as concentragdes de TDZ,
no entanto nenhum modelo de regressao foi significativo no ajuste dos dados. Ao se observar a
distribuicdo dos dados medios em funcdo do aumento da concentracdo do TDZ, pode-se
constatar que na auséncia do hormonio foram observados menores valores do tamanho de calos
(Figura 12).
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Figura 11. Modelo polinomial linear para nimero de brotacGes em fungdo da concentracdo de

TDZ em segmentos nodais de Khaya grandifoliola, aos 45 dias de cultivo, via curva de

regressao ajustada.

Tamanho dos calos

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
TDZ (mg L1)

Figura 12. Médias do tamanho de calo em funcdo da concentracdo de TDZ em segmentos

nodais de Khaya grandifoliola, aos 45 dias de cultivo.

O TDZ é um importante herbicida que em baixas concentra¢fes tém sido utilizado em
muitos trabalhos de micropropagacdo como um regulador de crescimento, sendo classificado
como citocinina artificial, que induz muitas respostas semelhantes as naturais, muito utilizado

na multiplicagdo de espécies lenhosas e recalcitrantes a propagacao, sendo mais eficaz em
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baixas concentragdes, de 10 a 1000 vezes inferiores a outros fitohormoénios (Guo et al., 2011,
Kurup et al. 2018). Segundo Huetteman e Preece (1993) a variagéo das concentragdes de TDZ
pode ocasionar diferentes respostas morfolégicas nas plantas, variando entre inducdo de
brotacdes laterais, inducdo de calos, organogénese e morte dos explantes, apresentando

melhores respostas em baixas concentragdes.

Por sua vez, as respostas morfogénicas variam de acordo com sua dose, etapa de
desenvolvimento e material vegetal. Ahmed (2022) ao avaliar o efeito do TDZ em explantes
foliares de Dimocarpus logan, observou que a concentracdo de 1,0 mg L™ proporcionou
melhores resultados. Por sua vez, para Mangifera indica L. seu uso em segmentos cotiledonares
ndo proporcionou melhores respostas (Conde et al., 2023). J& loannidis et al. (2023) ao
estudarem a influéncia do TDZ em segmentos nodais de Juniperus drupacea Labill. observaram
que a utilizacdo de 0,88 mg L™ possibilitou uma maior taxa de brotagio enquanto 0,22 mg L
permitiu um maior alongamento das brotagdes. Diferentemente destes trabalhos, em Khaya
grandifoliola, o uso deste componente ndo proporcionou grandes ganhos, nas concentracdes
entre 0,01 e 1,0 mg L, observado pelas perdas de vigor e nas taxas de multiplicacdo, todavia
permitiu uma maior produgdo de calos, varidvel que pode ser explorada em estudos de

calogénese.

O ANA compde o grupo de auxinas sintéticas que apresentam consideravel importancia
agricola, sendo utilizado em diversas técnicas para enraizamento de plantas (Mercier, 2012).
Sendo uma das auxinas sintéticas mais utilizadas para promover o enraizamento, capazes de
atuar na divisdo, diferenciacdo celular, iniciacdo e desenvolvimento radicular (Srivastava,
2002). Martins et al. (2013) ao avaliarem a influéncia do ANA e AIB no enraizamento de
Neoregelia concentrica, obtiveram melhores respostas, com a utilizacdo de ANA. J& Navroski,
Reiniger e Pereira (2015), ao avaliarem a influéncia de diferentes concetragcdes de ANA em
Eucalyptus dunnii, observaram que a adigdo de 0,5 mg L* proporciona um aumento no niimero
e tamanho de brotagdes, enquanto concentracdes superiores ocasionam a formagao de estruturas
hiperhidricas. Contrariando estes estudos, o uso do ANA em Khaya grandifoliola néo
proporcionou melhores respostas para multiplicacao, todavia influenciou negativamente o vigor

das plantas.
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Neste contexto, o balango hormonal exerce um papel primordial no desenvolvimento
e diferenciacdo das plantas, de forma que as concentragdes relativas entre auxina e citocinina
podem ser mais importantes do que suas concentracdes absolutas (Sousa; Miranda, 2006).
Atuando na regulacdo do desenvolvimento entre parte aérea e radicular das plantas, em que
maiores concentra¢fes de auxina tornam propicio ao enraizamento, através da diferenciacdo
radicular e o balanco inverso promove a formacgéo de parte aérea, por meio da proliferacdo de
brotos (Couto; Araujo; Aguilar, 2021; Sousa; Miranda, 2006). Em Khaya grandifoliola é
evidente a escassez de estudos que abordem a interacdo de diferentes regulares de crescimento
no desenvolvimento das plantas in vitro, sendo essencial a realizagéo de novos estudos visando

esclarecer demais aspectos para a propagacdo da espécie.

5. CONCLUSAO

Para a desinfestacdo de sementes de Khaya grandifoliola, recomenda-se a retirada do
tegumento e a imersao das sementes em hipoclorito de sédio (NaClO) na concentracdo de 2,5%
por 10 minutos, para estabelecimento in vitro da espécie.

Para a multiplicacdo in vitro da espécie, é recomendado o cultivo por um periodo de 25
dias em meio de cultura sem a adicdo de reguladores de crescimento. A utilizacdo de BAP e

TDZ nas concentracOes testadas ndo sao eficientes para emissao de novas brotagdes.

Desta forma recomenda-se a investigacdo de outros reguladores de crescimento
disponiveis no mercado, com potencial de aprimorar a taxa de multiplicacdo, assim como a

continuidade de estudos que abordem outras etapas da propagacao in vitro da espécie.
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