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ANTIOXIDANTES E BALANCO HORMONAL NO CULTIVO IN VITRO DE
Astronium urundeuva (M. ALLEMAO) ENGL.
RESUMO

Astronium urundeuva (aroeira do sertdo) € uma das espécies nativas com potenciais silviculturais
para exploracao madeireira. No estabelecimento in vitro da espécie, tem-se observado dificuldades
como a oxidagdo fendlica, principalmente a partir de explantes coletados de arvores matrizes
adultas. Ademais, ha caréncia de informacdes sobre o balango hormonal 6timo para a multiplicagéo
in vitro da espécie. Dessa forma, a utilizagdo de explantes seminais, a utilizagdo de antioxidantes e
0 uso de reguladores de crescimento sdo alternativas para minimizar a oxidagdo fendlica e
multiplicar in vitro a espécie. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade
de trés antioxidantes no controle da oxidagdo fendlica na fase de estabelecimento in vitro de A.
urundeuva, bem como o balan¢co auxina/citocinina na sua multiplicagdo in vitro. Para tanto, no
estabelecimento e na multiplicacdo in vitro, plantulas germinadas in vitro foram utilizadas como
explantes. Os mesmos foram inoculados no meio de cultura MS50% suplementado com os
antioxidantes, acido ascoérbico (0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L1), carvdo ativado(3,0; 6,0; 9,0 e 12 g.L'Y) e
polivinilpirrolidona (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g.L'). Na multiplicacao in vitro, os explantes foram inoculados
no meio de cultura MS50%, suplementado com acido naftalenoacético (0,0; 0,025 e 0,050 mg L)
associadas com thidiazuron (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg.L*) e 6-benzilaminopurina (0,0; 0,25;
0,50; 0,75 e 1,00 mg.L™t). O &cido ascorbico, carvéo ativado e PVP nas concentracdes de 0,2 mg.L?
,12g.L1 e 1,5g.L1, respectivamente, foram efetivos no controle de oxidacao fendlica obtendo-se a
maior sobrevivéncia. Este tratamento com carvao ativado controlou totalmente a oxidacao fendlica
dos explantes. Na multiplicacéo in vitro, os tratamentos com BAP proporcionou explantes com maior
vigor médio (3,5) e menor valor médio de calejamento (1,0) em comparacdo a associacdo de ANA e
TDZ. Nenhum tratamento com reguladores de crescimento resultou na multiplicacdo das brotagdes.
Os resultados deste trabalho, abrem perspectivas para maiores estudos de micropropagagdo com
A. urundeuva tanto com materiais genéticos juvenis quanto adultos, principalmente com o carvao
ativado, o qual foi o antioxidante recomendado para o cultivo in vitro da espécie, bem como novos
estudos com reguladores de crescimento para otimizagcdo da multiplicac&o in vitro. Isso contribuiria

para a sua conservacédo e auxiliard em trabalhos de melhoramento genético da espécie.

Palavras-Chave: Aroeira do sertdo; Micropropagacédo; Oxidacédo fendlica; Regulador de crescimento.



ANTIOXIDANTS AND HORMONAL BALANCE IN THE IN VITRO CULTURE OF Astronium
urundeuva (M. Alleméo) Engl

ABSTRACT

Astronium urundeuva (aroeira do sertdo) is one native species with silvicultural potential for logging.
In vitro establishment of the species has been hampered by phenolic oxidation, primarily from
explants collected from adult matrix trees. Furthermore, there is a lack of information on the optimal
hormonal balance for in vitro multiplication of the species. Thus, the use of seminal explants, the use
of antioxidants, and the use of growth regulators are alternatives to minimize phenolic oxidation and
in vitro multiply species. In this context, the study objective was to evaluate the viability of three
antioxidants in controlling phenolic oxidation in the in vitro establishment phase of A. urundeuva.
Also, the auxin/cytokinin balance during their in vitro multiplication. Therefore, in the establishment
and in vitro multiplication processes, seedlings germinated in vitro were used as explants. Inoculated
them in the MS50% culture medium supplemented with the antioxidants, ascorbic acid (0.2; 0.4; 0.6,
and 0.8 mg.L?), activated charcoal (3.0; 6.0; 9.0, and 12 g.L-!), and polyvinylpyrrolidone (0.5; 1.0;
1.5; and 2.0 g.L1). For the in vitro multiplication, the explants were inoculated in the MS50% culture
medium, supplemented with naphthaleneacetic acid (0.0; 0.025; and 0.050 mg L-1), associated with
thidiazuron (0.0; 0.25; 0.50; 0.75; and 1.00 mg. L1), and 6-benzylaminopurine (0.0; 0.25; 0.50; 0.75;
and 1.00 mg.L1). Ascorbic acid, activated charcoal, and PVP at concentrations of 0.2 mg.L%,
12g.L%, and 1.5g.L%, respectively, were effective in controlling phenolic oxidation, obtaining the
highest survival. This activated charcoal treatment completely regulated the phenolic oxidation of the
explants. In vitro multiplication treatments with BAP provided explants with an upper mean vigor
(3.5) and a lower mean callus value (1.0) compared to the association of ANA and TDZ. No
treatment with growth regulators resulted in shoot multiplication. The results open perspectives for
further studies of micropropagation with A. urundeuva, both with juvenile and adult genetic materials,
especially with activated charcoal, which was the recommended antioxidant for the in vitro cultivation
of the species, as well as new studies with regulators of growth for optimization of in vitro

multiplication. It would contribute to A. urundeuva conservation and help in its genetic improvement.

Key words: Aroeira do sertdo; Micropropagation; Phenol oxidation; Plant growth regulator.
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1. INTRODUGAO GERAL

O Brasil possui um papel muito importante no cendario das mudancas climéaticas em razéo do
seu potencial de atuar como agente mitigador desses efeitos. Em vista disso, o pais estabeleceu
algumas metas para reduzir as emissfes dos gases causadores do efeito estufa, sendo uma delas
a restauracao e reflorestamento de 18 milhdes de hectares de vegetacdo nativa até 2030 (BICHARA
et al.,, 2022). Dentre as espécies em potenciais, a Astronium urundeuva se destaca com uma
espécie promissora para suprir tal demanda.

Nesse contexto, estudos com espécies florestais nativas séo escassos, o0 que reflete na falta
de sementes de qualidade e, em quantidade suficiente no mercado (DURIGAN et al, 2010). Ademais,
ha uma lacuna enorme de informagdes sobre o comportamento silvicultural de espécies nativas. Ja
nos casos de aproveitamento econdmico, existem problemas como falta de uma silvicultura
consolidada para as espécies nativas com a constituicdo de plantios homogéneos, caréncia de
estudos sobre adaptabilidade das espécies a diferentes ambientes, devido a auséncia de
programas de melhoramento genético. Diante dessa realidade, ha um crescente interesse pela
silvicultura clonal uma vez que possibilita contornar problemas relacionados a propagacao de
espécies florestais nativas de interesse. A adocdo da clonagem possibilita a constituicdo de plantios
homogéneos, mais produtivos, com maior resisténcia a pragas e doengas. Além disso, contribui
para a conservacdo de espécies que se encontram ameacadas de extin¢do.

Astronium urundeuva, espécie promissora para as restauracdes de areas no semiarido,
pertence a familia Anacardiaceae, popularmente conhecida como aroeira-do-sertdo. Em virtude das
caracteristicas de sua madeira de grande resisténcia mecanica e da casca rica em tanino, a espécie
foi intensamente explorada e por esse motivo foi incluida na lista oficial de espécies brasileiras
ameacadas de extincdo (lista do IBAMA de 1992 e Instrucdo Normativa do MMA de 2008).
Recentemente, foi reclassificada pelo Centro Nacional de Conservacédo da Flora (CNCFlora), como
"Pouco Preocupante", apresentando baixo risco de extingdo. Contudo, A. urundeuva é uma dentre
outras espécies que ocorrem no semiarido brasileiro, regido que apresenta cerca de 66% de sua
area sob intensa degradacdo ambiental, o que tem ocasionado a reducao das populagbes de
espécies vegetais (SA et al., 2010). Diante disso, ha urgéncia no desenvolvimento de protocolos de
propagacdo em pesquisas que procuram caracterizar, espécies promissoras, através de sua
diversidade genética e em conjunto realizar a conservagdo em ex situ, através de conservacao das
sementes, propagacado e formacao de bancos de germoplasma.

A propagacdao vegetativa € uma importante alternativa de multiplicacdo, em espécies de dificil
reproducao por meio de sementes, tanto para fins produtivos quanto para conservacao e formacao
de bancos de germoplasma (OLIVEIRA; RIBEIRO, 2013). A micropropagacdo, de maneira geral,
pode ser aplicada para todas as espécies, mas estudos s@o necessarios para determinacao de
metodologias adequadas, em funcao da particularidade de cada espécie (STUEPP et al., 2018).
Apesar da propagacao in vitro ser uma alternativa economicamente viavel em relacdo a outros
métodos de propagacdo de espécies florestais nativas, € uma técnica que também apresenta
problemas como a oxidacdo dos explantes na etapa de estabelecimento do cultivo in vitro

(CAMOLESI, 2007). Além disso, as respostas em relacdo as técnicas de micropropagacdo sao



varidveis e estdo associadas a diversos fatores como a espécie, época de coleta do material,
origem do explante, e as condices usadas no cultivo in vitro (temperatura, meio nutritivo e
luminosidade).

A micropropagacdo pode auxiliar no processo de perpetuacgdo da espécie, visando produzir
em larga escala, utilizando pouco espaco e manter a sanidade das plantulas (OLIVEIRA et al.,
2013). Os diasporos de aroeira ndo apresentam dorméncia, o que facilita a sua propagacao in vitro.
Entretanto, segmento nodais ou brotacdes epicérmicas de espécies lenhosas, naturalmente liberam
fenois. Essa oxidacéo fendlica se da por meio de atividade enzimatica que contém ions de cobre e
que gquando oxidam os fendis, formam e polimeriza substancias de coloracdo amarelada,
conhecidas como quinonas (GEORGE; SHERRINGTON, 1984; MONACO et al., 1977). Dentre os
agravantes da oxidacéo fendlica, esta a associagcdo com proteinas das membranas ou enzimas,
acarretando a morte celular. Portanto, a oxidacdo fendlica pode ser minimizada através da
utilizacdo de antioxidantes como polivinilpirrolidona (PVP), acido ascdrbico e carvao ativado.

A etapa de multiplicacao in vitro é muito importante na micropropagagdo, uma vez que
proporciona a indugcdo de mudltiplas brotagdes. Para tanto, se torna fundamental a utilizagdo de
reguladores de crescimento, especialmente o balan¢co hormonal entre auxinas e citocininas no meio
de cultura. A maior relagéo citocinina/auxina favorece a quebra da dominéncia apical nos explantes
e induz o crescimento de novas brotacBes. Dentre os reguladores de crescimento da classe das
auxinas mais comumente utilizado no cultivo in vitro esta o acido naftalenoacético (ANA), o acido
indolacético (AlA) e o &cido indolbutirico (AIB). Em relacdo as citocininas, os meios de cultura tém
sido suplementados com a 6-benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ), cinetina (CIN), zeatina
(ZEN) e isopenteniladenina (2iP). As respostas in vitro aos reguladores de crescimento tem sido
variavel entre as espécies e os tipos de explantes utilizados. Portanto, € imperativo a avaliagdo das
respostas aos reguladores e crescimento de espécies nativas para otimizar a multiplicagdo in vitro.

Diante disso, em razdo da importancia silvicultural do A. urundeuva, da escassez de projetos
de conservacdo e melhoramento da espécie e sobretudo a respeito da sua propagacéao in vitro, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de antioxidantes e do balan¢co hormonal
auxina/citocinina na micropropagacao da aroeira do sertao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o controle da oxidacdo fendlica e a inducdo de brotacdes por meio da utilizacdo de

antioxidantes e do balanco auxina/citocinia, na micropropagacédo de A. urundeuva (M. Allem&o) Engl.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar as melhores concentrag@es de carvao ativado, acido ascoérbico e PVP para o controle de
oxidacao fendlica no cultivo in vitro de A. urundeuva.
e Determinar o balanco hormonal 6timo de ANA conjugada com TDZ ou BAP na multiplicag¢&o in vitro

de A. urundeuva.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Astronium urundeuva: aspectos botanicos e fenolégicos

A. urundeuva é uma espécie arbérea nativa pertencente a familia Anacardiaceae. No Brasil,
essa espécie se encontra distribuida geograficamente nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul (PAREYN, 2018). Os individuos de A. urundeuva, morfologicamente podem alcancar
alturas entre 6 a 14 metros no Cerrado e Caatinga, mas em solos mais férteis podem atingir
maiores alturas (LORENZI, 1998). O tronco dessa espécie é geralmente ereto e dependendo do
local de ocorréncia pode ser curto e tortuoso (CARVALHO, 2003; PAREYN, 2018). O ritidoma é
suberoso, sulcado, de coloracdo castanho-escuro e quando adulto é subdividido em placas
escamiformes retangulares. Na fase juvenil o ritidoma apresenta caracteristicas diferentes sendo
ele mais liso, acinzentado e coberto por lenticelas. A casca interna apresenta coloracdo vermelha
(CARVALHO, 2003).

As folhas sdo compostas, imparipinadas e alternas. Foliolos em quantidade variando de 5 a 7,
ovados, opostos, com até 5 cm de comprimento e 3 cm de largura. Os foliolos quando macerados
exalam cheiro de manga. As inflorescéncias sdo reunidas em paniculas com bracteas e bractéolas
deltéides, caducas e com até 20 cm de comprimento. As flores sdo unissexuadas, pentdmeras,
actinomorfas e de coloragdo creme (CARVALHO, 2003; PAREYN, 2018).

Os frutos séo do tipo drupa com célices persistentes, com até 5 mm de diametro. O exocarpo
é unisseriado e lignificado. O mesocarpo é totalmente aderido ao exocarpo. O endocarpo é
lignificado e constituido por quatro camadas (CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI, 1998). As
sementes sdo piriformes (formato de péra), orbicular, com tegumento membranaceo, desprovida de
endosperma, de cor marrom tendendo para preto, com 3,5 a 4,2 mm de comprimento e 3,7 a 4,3
mm de largura e superficie rugosa (FELICIANO, 1989; SOUZA; LIMA, 1982).

Os individuos de A. urundeuva sdo considerados didicos, mas outros trabalhos trazem a
existéncia de individuos que apresentam sistemas sexuais monoéicos e também individuos didicos
com flores hermafroditas (CARVALHO, 1994; CARVALHO, 2003; SANTIN; LEITAO FILHO, 1991).
A reproducéo ocorre por meio da fecundacgao cruzada, sendo a polinizagéo realizada principalmente
pelas abelhas e outros insetos pequenos (CARVALHO, 2003). A época de floragdo é muito ampla e
varia de acordo com a distribuicdo geografica da espécie, sendo que no estado de Minas Gerais
ocorre entre os meses de junho a agosto. A etapa de floracdo é observada apdés o processo de
perda das folhas, que ocorre na estacédo seca do ano. A dispersdo de frutos e sementes ocorre por
anemocoria, ou seja, pela a¢do do vento (CARVALHO, 2003; LORENZI, 1998).

A. urundeuva é uma planta secundaria inicial e bastante frequente na vegetacao secundaria
por rebrota (GUARIM NETO, 1986; MOTTA et al. 1997). E considerada uma espécie resistente a
seca e populacdes de A. urundeuva se desenvolvem muito bem em solos ricos em calcio, rasos e
em areas com declive acentuado (HERINGER; FERREIRA, 1973). Em plantios experimentais a
espécie tem apresentado melhores resultados em solos com fertilidade elevada e com propriedades
quimicas adequadas (CARVALHO, 2003). Em trabalho realizado por De Meideiros et al. (2008),
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observou-se que em mudas de A. urundeuva a aplicacdo da calagem apresentou resultados
positivos, mostrando que é uma espécie que possui exigéncia maior em calcio.

Diante das caracteristicas da A. urundeuva e do seu pontecial de uso para fins madeireiros a
partir de plantios tem-se recomendado a mesma como espécie prioritaria para a constituicdo de
povoamentos florestais (ROLIN et al., 2020). No entanto, ha gargalos que limitam ou impedem que

a espécie seja plenamente explorada, dentre os quais esta a propagacado vegetativa.

3.2. Micropropagacao

Na atividade florestal sempre que ha restricdes quanto a propagacdo de uma espécie pelos
métodos convencionais, quer seja producao de mudas via seminifera ou através de alguma técnica de
propagacdo, metodologias mais sofisticadas podem ser requeridas. Além disso, os estudos de técnicas
que possam auxiliar na multiplicacdo de espécies florestais nativas sdo cruciais e, neste caso, para a
propagacdo vegetativa de espécies florestais ha varias metodologias, cada qual com suas
particularidades e aplicagdes (XAVIER, 2010). Entretanto, para empregar a clonagem tem-se a
necessidade de selecionar gendtipos promissores com caracteristicas desejaveis para determinado
ambiente, como por exemplo, produtividade alta, resisténcia ao estresse hidrico, resisténcia a pragas e
doengas (PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS, 2011).

No cultivo in vitro, também denominado de micropropagacdo é necessario um conjunto de
técnicas nas quais o explante que é cultivado sob condi¢des controladas com objetivo de propagar a
espécie em questdo (TORRES et al., 2000). O explante consiste em todo segmento de tecido ou 6rgéo
vegetal, quer seja de material jovem ou adulto, que é usado para dar inicio a uma cultura in vitro. Em
vista disso, espera-se que esse tecido quando submetido a condi¢des de indugédo do meio, possa induzir
uma resposta morfogénica que resultara na formac@o de parte aérea, embrido, propagulo ou planta
(KULUS et al., 2020). Essa capacidade das células vegetais de serem responsivas aos estimulos
induzidos no cultivo in vitro deve-se a totipoténcia, ou seja, a potencialidade de cada célula vegetal de
formar um novo individuo multicelular completo a partir de uma Unica célula (FEHER, 2019).

Neste contexto, a técnica de micropropagacdo compreende umas das vias de clonagem de
genotipos superiores de interesse. Esta técnica de propagacdo tem como objetivo a rapida multiplicagéo
de espécies e gendtipos no ambiente protegido de um laboratério. A sua empregabilidade esta voltada
tanto para fins comerciais, bem como para os estudos de espécies florestais nativas com dificuldade de
propagacéo (OLIVEIRA et al., 2013)

Na micropropagacao alguns procedimentos e técnicas sdo importantes para a obtencdo de
explantes adequados para o cultivo in vitro. Isso decorre do fato de que a retirada dos explantes, deve
ser realizada preferencialmente nas regies em que se localiza os tecidos mais juvenis sob o ponto de
vista de idade ontogenética, uma vez que os tecidos vegetais serdo mais responsivos e,
consequentemente, sera mais facil a emissdo de raizes adventicias e brota¢des novas (HEILAND et al.,
2022). Além disso, o tamanho do explante também é importante uma vez que explante menores, tais
como os meristemas, diminuem as chances de introducdo de contaminantes no meio de cultura no

estabelecimento in vitro. Porém, propagulos de tamanhos reduzidos podem apresentar desvantagens
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como dificuldade ou demora no processo de estabelecimento e multiplicacdo do material vegetal
(RAJPUT et al., 2019).

As plantas matrizes também influenciam nos resultados que serdo obtidos in vitro, pois o0s
melhores explantes séo provenientes de matrizes sadias, vigorosas, que tenham crescimento ativo e ndo
apresente sintomas de estresse (SANTOS et al., 2019). Os explantes oriundos de matrizes mantidas no
campo sdo mais propensos a apresentarem fungos, bactérias e virus, enquanto os explantes
provenientes de matrizes mantidas em ambiente protegido tendem a uma menor ocorréncia de
patégenos (PASQUAL et al., 1998; ROCA; MROGISKI, 1991).

A época de coleta dos explantes também é de extrema importancia, sendo que a melhor época
corresponde aquela na qual as matrizes produzem brota¢cdes novas e vigorosas, evento variavel de
acordo com a espécie e com o tipo de explante que sera utilizado (PASQUAL et al. 1998). O cultivo in
vitro de propégulos obtidos de gendtipos adultos também é influenciado pela época de coleta, pois o
clima e as flutuacdes dos fatores do meio, acabam afetando as condic¢es fisiol6gicas dos individuos no
campo (DALPIAZ et al., 2019). A idade ontogenética dos tecidos que integram os propagulos e, portanto,
0s explantes sofrem alteragfes ao longo do crescimento da planta matriz doadora de explantes quanto a
resposta ao cultivo in vitro. Além disso, o nivel de contaminacdo dos explantes, principalmente daqueles
coletados de plantas que crescem no campo sofrem variacdes conforme a estacao do ano (PASQUAL et
al., 1998).

A utilizacdo de brotacdes epicérmicas para a producdo de mudas realizadas através de partes
vegetativas, podem ser consideradas potenciais para o cultivo in vitro, onde apés a indugdo e tamanho
adequado realiza-se o transplante ao meio de cultura (COLIN, 2010). Porém, cada espécie apresenta
uma resposta diferente e isso pode depender de genétipos, época de colheita dos galhos, fisiologia da
planta e fitossanidade (WENDLING, 2009).

3.3. Estabelecimento e multiplicag¢o in vitro

A fase de estabelecimento in vitro € a que apresenta maiores dificuldades na micropropagacéo,
devido as espécies lenhosas possuirem muitos fenodis e de dificil descontaminacdo dos explantes
(CAMOLESI, 2007). Esta fase é responsavel por disponibilizar as condigfes necessérias para 0
crescimento dos explantes, sendo a solugdo nutritiva principal fonte de nutricdo para os propagulos
(PICOLOTTO, 2007).

A solugdo nutritiva consiste na combinacdo de macronutrientes e micronutrientes, carboidratos,
vitaminas e reguladores de crescimento. Esses componentes sao quimicamente definidos e séo
utilizados, visando o crescimento das células, tecidos ou 6rgéos in vitro. Para tanto, os meios de cultura
podem ser utilizados com as solugbes nutritivas na forma semi-sélida que em sua composi¢cao possuli
agar ou outro agente gelificante ou liquida (TORRES et al., 2000). Outras substancias também podem
ser adicionadas ao meio de cultura como fungicidas, antibidticos e antioxidantes.

A temperatura do ambiente onde serdao armazenados 0s recipientes com 0s explantes ja
inoculados é muito importante, uma vez que 0s materiais vegetais e 0s meios nutritivos possuem uma
temperatura 6tima para que o processo de desenvolvimento. Essa temperatura pode variar conforme a

espécie, mas geralmente a temperatura da sala de crescimento € em torno de 23°C a 27°C (CID, 2014).
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Além disso fatores como fotoperiodo, comprimento de onda e a intensidade luminosa no cultivo in vitro,
também influenciam no crescimento e na morfogénese e assim como a temperatura devem ser
regulados com base na espécie (ALl et al., 2019).

Atualmente, um dos principais problemas na condug¢@o de experimentos in vitro tem sido a
contaminacgdo. As principais fontes de contaminacéo sdo o explantes e o ambiente (PIERIK, 1997). As
plantas matrizes localizadas em campo, podem apresentar uma enorme variedade de patégenos que
sdo inofensivos as plantas, mas que quando presentes em meio de cultura se multiplicam rapidamente
afetando o desenvolvimento dos explantes inoculados devido a competicdo pelo mesmo meio de cultura
ou pela alteracdo composicdo do meio (CARVALHO, 1988). Os principais contaminantes do cultivo in
vitro sdo os fungos e bactérias, a ocorréncia desses patégenos esta muito relacionada também a
umidade relativa do ar, uma vez que estes ambientes sdo mais propicios para o desenvolvimento desses
microrganismos (PIERIK, 1997).

O processo de desinfestacdo é uma das etapas mais importantes e € nessa fase que é realizado
a assepsia dos explantes. Atualmente, uma das maiores dificuldades em se propagar in vitro uma
espécie é a obtencdo de explantes livres de virus, bactéria e fungos (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998; ROCA; MROGINSKI, 1991). Muitos experimentos tém sido afetados pelas altas taxas de
contaminacgdo, que acaba diminuindo o nimero de explantes adequados para o estabelecimento in vitro
(LOPES, 1996; PASQUAL et al., 1998). As condic¢@es fitossanitarias da planta matriz também devem ser
observadas, sendo importante a ado¢do de medidas de controle no campo através da aplicagdo de
fungicidas, inseticidas e bactericidas (PASQUAL et al., 1998).

Os explantes coletados devem ser lavados em &agua corrente para a remocao superficial de
agentes contaminantes. Em seguida, o processo de desinfestacdo deve ser realizado em cémara de
fluxo laminar, mantido sob condi¢des assépticas. Além disso, 0 sucesso da desinfestacao esta associado
ao tipo de pré-tratamento e tratamento que sera utilizado em cada tipo de cultura (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

A oxidacéo fendlica € um problema encontrado no estabelecimento in vitro de espécies florestais.
As plantas perenes lenhosas sdo consideradas ricas em substéncias derivadas do metabolismo
secundario, como os polifendis, substancias importantes para o metabolismo e defesa, mas no cultivo in
vitro causam a inibicdo do crescimento e a morte dos explantes (MONACO et al., 1977; ROSA et al.,
20009).

As espécies florestais nativas principalmente as lenhosas, apresentam substancias que
auxiliam no metabolismo para producao de fenois.Para o cultivo in vitro, esta oxidagado fendlica é
um dos principais problemas no inicio do estabelecimento e durante o cultivo de explante (BASSAN,
2006). Dentre os principais fendis produzidos pelas plantas estdo os flavondides que séo
compostos fendlicos derivados da flavona e os taninos. Os taninos podem ser de dois tipos, o
tanino hidrolisaveis e condensados, onde o condensado consiste em polimeros de flavonoides com
mondmeros unidos por uma ligacdo do tipo carbono-carbono (MONTEIRO et al., 2005). Ja taninos
hidrolisaveis sdo ésteres de acido galico e de acido hexa-hidroxidifénico e glicose, além de outros
polidis (COSTA et al., 2000).
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Os tecidos vegetais recém cortados, tendem a exsudar elevadas quantidades de fendis e
taninos no meio de cultura, em resposta ao ferimento causado. Este processo dificulta a absorcéo
de metabdlitos no cultivo in vitro (ANDRADE, 2000).A oxidacgdo fendlica é algo natural nos tecidos
vegetais, e acarreta no escurecimento do material inoculado (GONCALVES, 2013). O
escurecimento ocorre devido a presenca de enzimas que contém ions cobre, que quando oxidam
os fendis formam e polimeriza substancias de coloracdo amarelada, conhecidas como quinonas
(GEORGE; SHERRINGTON, 1984; MONACO et al., 1977).

A oxidacéo fendlica é altamente dependente do gendétipo e do tipo de explante utilizado.
Teixeira (2001) ressalva que o uso de explantes jovens (mais herbaceos) oxidam menos que
explantes mais velhos (mais lenhosos). Afim de minimizar a quantidade de oxidagédo fendlica
liberada pelo explante, a utilizacdo de antioxidantes € uma alternativa. Os antioxidantes séo
adicionados ao meio de cultura e dentre os principais encontrados no mercado, estdo: 4cido citrico,
acido ascorbico, PVP e carvéo ativado (WERNER, 2009).

Os antioxidante atuam na inativacao dos radicais livres, na complexacédo de ions metabolicos
ou na reducao dos peroxidos para produtos incapazes de formar radicais livres com potencial para
se oxidar. A acdo do carvao ativado ocorre por meio de suas cargas residuais, que conseguem
aderir as substancias fendlicas ou os produtos oriundos de sua oxidacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). O
PVP é utilizado para realizar a separacdo de &cidos aromaticos, aldeidos e fendis através de
ligacbes (TEIXEIRA, 2004). J4 os acidos citrico e ascorbico reagem com metais, impedindo que
eles oxidem (ARAUJO, 1985; TAIZ; ZEIGER, 2004). Outro fator que auxilia na biossintese e
oxidagdo fendlica € incubar os explantes no escuro, pois as atividades das enzimas s&o
aumentadas pela incidéncia de luzes (MELO, 2001).

Em pesquisa realizada por Oliveira et al. (2011) o uso do antioxidante PVP na concentracdo
0,4% foi eficiente na reducdo da oxidac&o independente da cultivar de banana utilizada. No trabalho
realizado por Handa et al. (2001), com a espécie nativa Aniba rosaeodora, também se obteve como
resultado que o uso do &cido ascérbico em apices caulinares e segmentos nodais e de PVP em
meio de cultura, foram fundamentais na reducdo da oxidagc&do dos explantes in vitro.

A busca por tentar controlar a oxidagao fenolica é de extrema importancia para avangar nas
demais etapas da micropropagacdo.A utilizacdo de antioxidantes se torna fundamental para
controlar os fenois liberados pelos explantes e assim avancar para a etapa de multiplicacéo in vitro.

A fase de multiplicacao in vitro de especies vegetais, tem como principal propdsito produzir o
maior numero de plantas em menor espaco de tempo. Para que isso aconte¢a, a regulacdo
hormonal é imprescindivel. Dentre os reguladores vegetais mais utilizados, temos as auxinas,
citocininas, giberelina, acido abcisico e etileno. Os reguladores de crescimento sdo aplicados
diretamente nos materiais vegetais cultivados in vitro via meios de cultura. A acdo destes
reguladores podem inibir, promover ou retardar o crescimento vegetativo.

Os reguladores de crescimento também desempenham um fator determinante nos eventos
morfogénicos in vitro, sendo que algumas espécies requerem concentracdes e tipos especificos dessas
substancias, enquanto outras conseguem sintetizar os hormonios vegetais em quantidades que precisam

(PIERIK, 1997). Os reguladores mais utilizados no cultivo in vitro s&o as auxinas e as citocininas, que
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tem como funcéo regular o crescimento e o processo de morfogénese dos tecidos e 6rgaos (QUISEN;
ANGELO, 2008).

A citocinina € um hormonio vegetal sintetizado naturalmente pelas plantas em maior
proporcao. Porém, no cultivo in vitro as citocininas sintéticas, como exemplo o 6-benzilaminopurina
(BAP), cinetina(KIN), zeatina (ZEA) e thidiazuron (TDZ). correspondem aos principais reguladores
de crescimento empregados na etapa de multiplicacao.

Segundo Ribeiro et al., (2021), a medida que se aumentou a concentracdo de BAP em
Hylocereus undatus, o numero de brotagcdes aumentou gradativamente. Por sua vez, a
concentracdo de 2,0 mg.L* de BAP em Anadenanthera macrocarpa, proporcionou maiores nimeros
de brotagBes em segmentos cotiledonares (MIRANDA et al., 2020). Em estudos com pessegueiro
Grigolo (2020) constatou que a concentracdo de 1,0 mg.L! proporcionou melhor porcentagens de

germinac¢des em embrides.
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5. CONTROLE DA OXIDACAO FENOLICA NO CULTIVO in vitro DE Astronium urundeuva (M.
Allemao) Engl

RESUMO

Astronium urundeuva (aroeira do sertdo) € uma das espécies nativas com potenciais silviculturais para
exploracdo madeireira. No cultivo in vitro da espécie tem-se observado dificuldades como a oxidacao
fendlica, principalmente a partir de explantes coletados de arvores matrizes adultas. Dessa forma, a
utilizacdo de explantes originarios de sementes € uma alternativa para a propagacao da espécie, afim de
minimizar a oxidacédo. Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a agcao de acido ascorbico, carvdo
ativado e polivinilpirrolidina no controle da oxida¢éo fendlica no cultivo in vitro de A. urundeuva.
BrotacBes apicais obtidas a partir de plantulas de A. urundeuva germinadas in vitro foram utilizadas
como explantes. Estes foram subcultivados em meio de cultura MS50%, acrescido dos antioxidantes
acido ascorbico (0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L?) carvao ativado (3,0; 6,0; 9,0 e 12 g.L1) e polivinilpirrolidona
(0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g.L1). Transcorridos 31 dias de cultivo in vitro, o acido ascérbico, carvdo ativado e
PVP nas concentra¢bes de 0,2 mg.L 1,12 g.L* e 1,5 g.L ! respectivamente, foram efetivos no controle de
oxidacao fendlica. O carvao ativado nesta concentracdo controlou totalmente a oxidagdo fendlica das
plantulas. Os resultados deste trabalho demonstram a viabilidade dos antioxidantes na minimizacdo dos
efeitos da oxidacéo fendlica, especialmente com o uso do carvdo ativado e abre perspectivas para
maiores estudos de micropropagacdo de A. urundeuva, tanto de materiais genéticos juvenis quanto
adultos, contribuindo para a sua conservagdo e auxiliando em trabalhos de melhoramento genético da

espécie.

Palavras-chave: Aroeira do sertdo; Brotagfes juvenis; Antioxidante.
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CONTROL OF PHENOLIC OXIDATION IN THE in vitro CULTURE OF Astronium urundeuva (M.
Allem&o) Engl

ABSTRACT

Astronium urundeuva (aroeira do sertdo) is one native species with silvicultural potential for logging. In
the in vitro cultivation of the species, difficulties such as phenolic oxidation have been observed, mainly
from explants collected from adult matrix trees. Thus, the explants originating from seeds are an
alternative for the propagation of the species to minimize oxidation. In this context, the study aimed to
evaluate the action of ascorbic acid, activated charcoal, and polyvinylpyrrolidone in controlling phenolic
oxidation in the in vitro culture of A. urundeuva. Apical shoots obtained from seedlings of A. urundeuva
germinated in vitro were used as explants. They were cultivated in MS50% culture medium plus ascorbic
acid (0.2; 0.4; 0.6, and 0.8 mg.L') and activated charcoal (3.0; 6.0; 9.0, and 12 g.L?!) and
polyvinylpyrrolidone (0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 g.L1). After 31 days of in vitro culture, ascorbic acid, activated
charcoal, and PVP at concentrations of 0.2 mg.L?%, 12 g.L-* and 1.5 g.L%, respectively, were effective in
controlling phenolic oxidation. At this concentration, activated charcoal completely regulated the phenolic
oxidation of the seedlings. The results of this work demonstrate the feasibility of antioxidants in
minimizing the effects of phenolic oxidation, especially with the use of activated charcoal, and open
perspectives for further studies of micropropagation of A. urundeuva, both in juvenile and adult genetic

materials, contributing to its conservation and assisting in the genetic improvement of the species.

Keywords: Aroeira do sertdo; Juvenile shots; Antioxidant.
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5.1.INTRODUCAO

A aroeira (Astronium urundeuva) € uma espécie arbdrea nativa da familia Anacardiaceae, com
distribuicdo geografica nas regifes Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sul, sendo encontrado em
formacdes vegetais dos dominios fitogeograficos da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal (FLORA DO BRASIL, 2022; SILVA-LUZ; PIRANI, 2014). A aroeira é uma espécie de
importéncia econdmica em razdo da sua madeira de grande valor agregado, das propriedades
farmacoldgicas e também do mel obtido a partir da sua florada (BRASIL et al., 2016; DEMIER, 2018).
Apesar dos multiplos usos da espécie e do interesse econdmico em torno da espécie, a exploracédo
ainda ocorre de forma unicamente extrativista, o que resultou em uma severa reducdo nas populacdes
naturais (MONTEIRO et al., 2005; PACHECO et al., 2006). Em decorréncia disso, com o eminente risco
de extingdo da A. urundeuva, a mesma foi incluida na lista oficial brasileira de espécies ameacadas de
extingdo (BRASIL, 2008; MMA, 2008). Assim, os estudos sobre a sua propagac¢ao sdo necessarios, a fim
de garantir estratégias de conservacgéo e exploracao sustentavel desta espécie em longo prazo.

A produgdo comercial de mudas de A. urundeuva é realizada exclusivamente via seminifera,
porém a utilizagdo de técnicas de propagacdo assexuada é uma importante ferramenta para a
manutencdo de gendtipos superiores e a obtencdo de plantas sadias (XAVIER et al., 2013). Nesse
contexto, a micropropagacgdo é uma ferramenta potencial que auxiliaria e/ou substituiria 0s métodos de
propagacéo ja utilizados, visto que o cultivo in vitro permite a produ¢do de mudas (HUNG et al., 2016;
ISAH, 2016). Para que a micropropagacdo seja bem-sucedida depende-se dos fatores inerentes ao
tecido vegetal (BORGES et al.,, 2012; SCHUCH et al., 2008;), como também do meio de cultura, dos
reguladores de crescimento e das condi¢gbes do microambiente in vitro (BASSAN et al., 2006; GOLLE et
al., 2012; JARDIM et al., 2010). Diante disso, para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacgao
para uma determinada espécie, é necessario primeiro estabelecé-la in vitro.

A introducdo de culturas in vitro é muitas vezes um passo desafiador na micropropagacao,
especialmente para espécies nativas e lenhosas que apresentam oxidagdo fendlica e contaminacdo
fungica e/ou bacteriana (ALFENAS et al., 2009; YOSHIKO; TEIXEIRA, 2001). Os compostos fendlicos
sdo substancias que fazem parte do metabolismo secundario da planta e normalmente servem para
proteger os tecidos da planta contra injdria, insetos e ataque de animais (VIZZOTTO et al., 2010). Por
definicdo quimica, os compostos fendlicos sdo as substancias que possuem pelo menos um anel
aromatico em que pelo menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila. Esses
compostos sao sintetizados a partir das rotas metabdlicas do acido chiquimico e do acido mevalbnico,
sendo a ultima menos significativa (VIZZOTTO et al., 2010). No cultivo in vitro, os danos causados has
células durante a excisdo dos propagulos vegetativos estimulam o processo de oxidagdo das
substancias fendlicas resultando no escurecimento do meio de cultura e morte do explante (AHMAD et
al.,, 2013; CASSELLS; CURRY, 2001). Alguns métodos para reducdo da oxidacdo fenodlica podem ser
utilizados, incluindo o uso de substancias antioxidantes, redugdo de danos mecéanicos e quimicos,
lavagem dos propagulos vegetativos em agua corrente, o uso de meios basicos mais diluidos, remocao
de substéancias fendlicas, entre outros (XAVIER et al., 2009).

Os antioxidantes agem na inativacdo dos radicais livres, na complexacao dos ions metabdlicos ou

na reducdo dos peréxidos para produtos incapazes de formar radicais livres com potencial de oxidar
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(ARAUJO, 1985). Na micropropagacdo, dentre as substancias adicionadas ao meio de cultura com
funcdo antioxidante temos o acido ascérbico, a polivinilpirrolidona (PVP) e o carvdo ativo (LAL et al,,
2021). Essas substancias podem atuar inibindo a sintese ou a atividade de enzimas ligadas a oxidagéo
de polifendis ou atuando como adsorventes dessas substancias.

Com isso, este trabalho tem como objetivo determinar as melhores concentracbées de carvao
ativado, acido citrico e PVP para o controle de oxidacéo fendlica na fase de estabelecimento in vitro de

A. urundeuva.

5.2. MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Florestal, situado no Centro de
Pesquisa em Ciéncias Agrarias (CPCA) do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICA/UFMG), no municipio de Montes Claros, Minas Gerais (latitude 16°40'59,7” S,
longitude 43°50'21,9” W, altitude 680 m).

Desinfestacdo e germinacdo in vitro das sementes

Os diasporos de A. urundeuva coletados no més de setembro, a partir de 21 matrizes localizadas
num fragmento de Cerrado localizado no municipio de Montes Claros/MG, foram encaminhados ao
laboratério para beneficiamento manual, que consistiu ha remoc¢ao dos calices dos didsporos e a selecdo
daqueles que ndo apresentavam visualmente fruto-semente vazios (auséncia dos tecidos), danos fisicos
e/ou causados por insetos. Na assepsia, 0s diasporos selecionados foram colocados em 4gua corrente
por 10 minutos e, em seguida, foram imersos em uma solu¢do de hipoclorito de sddio (NaClO) a 2,0 -
2,5% (v/v) de cloro ativo por 15 minutos. Ao final da assepsia, foram enxaguados com agua deionizada e
autoclavada por trés vezes e inoculados verticalmente em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 mL
do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentracdo de sais (MS50%),
suplementado com sacarose (30 g L) e agar (6 g Lt). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e a
esterilizagdo do mesmo foi feita quimicamente com o biocida Polybac 7DC (2 ml L1). Apés a inoculacéo,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento sobre controle de fotoperiodo 16/8 h (claro e

escuro) e de temperatura de 27 + 2 °C.

Controle da oxidacéo fendlica

Plantulas com 25 dias de idade, contados a partir da emergéncia da radicula, foram utilizadas
como fonte de explantes. Para tanto, a raiz foi excisada das plantulas e somente a parte aérea foi
utilizada como explante e inoculados em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 mL do meio de
cultura MS com metade da concentragéo de sais, suplementado com sacarose (30 g L) e agar (6 g L%).
Apos a inoculagéo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sobre controle de fotoperiodo
16/8 h (claro e escuro) e de temperatura de 27 + 2 °C.

Diferentes concentracbes de trés agentes antioxidantes foram adicionados separadamente ao

meio de cultura basico de multiplicagao in vitro de A. urundeuva (TABELA 1).
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TABELA 1. Descricao das concentragfes dos antioxidantes acido ascérbico (AA), carvao ativado CA) e
polivinilpirrolidona (PVP) visando o controle da oxidacéo fendlica na multiplica¢éo in vitro de

A. urundeuva.

Tratamento Acido Ascorbico (mg/L) Carvéo Ativado (g/L) Polivinilpirrolidona (g/L)

1 0,2 - }
2 0,4 - -
3 0,6 - -
4 0,8 - -
5 - 3,0 -
6 - 6,0 -
7 - 9,0 -
8 - 12,0 -
9 ] - 0,5
10 - - 1,0
11 - - 15
12 - - 2,0

Transcorridos 30 dias apds o inicio do experimento, realizou-se a avaliagdo do numero de
brotacdes e sobrevivéncia dos explantes. Na avaliacdo considerou-se explantes sobreviventes aqueles
sem quaisquer disturbios fisiolégicos e/ou necroses parcial ou total da parte aérea.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, contendo 12 tratamentos,
cada um composto por 16 repeticbes. Os dados mensurados foram analisados quanto a sua
normalidade e homogeneidade (P>0,05), respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett. Em
seguida os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e andlise de regresséo polinomial
(P<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote ExpDes.pt do software

estatistico RStudio®, verséo 3.5.3.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A micropropagacdo de espécies florestais a partir de material maduro coletado de &rvores
matrizes selecionadas € um dos meios de propagacdo de gendtipos superiores para um determinado
fim, especialmente aqueles oriundos programas de melhoramento (SILVA et al., 2021). Entretanto, para
espécies florestais nativas ha uma enorme caréncia de estudos a respeito da propagacédo in vitro de
gendtipos adultos. Diante disso, pesquisas dentro desse tema sdo essenciais para superar obstaculos a
expanséo da silvicultura de nativas no Brasil. Inicialmente estudos preliminares foram conduzidos com
brotacdes epicdrmicas oriundas de matrizes adultas de A. urundeuva. No cultivo in vitro destas
brota¢cdes, houve intensa oxidacdo do meio e dos explantes em meio de cultura MS meia forga, com sua
morte apds 2 dias de inoculagdo (FIGURA 1). Neste contexto, frente a escassez de informacgfes na
literatura e os entraves na micropropagacdo de explantes de material adulto, optou-se por investigar o

efeito dos antioxidantes na multiplicacdo in vitro de explantes seminais de A. urundeuva.
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FIGURA 1. Oxidacgédo fenolica de brotacdes epicormicas de A. urundeuva apos 2 dias de inoculagdo em

meio de cultura MS50%, suplementado com antioxidantes. Barra = 1 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

A utilizag&o do carvao ativado como agente antioxidante na multiplicagdo in vitro de A. urundeuva
foi eficiente no controle da oxidacdo fendlica. Houve redugéo drastica da oxidacdo fendlica com o
aumento das concentracdes de carvdo ativado utilizadas, obtendo-se 100% de sobrevivéncia dos
explantes na concentragdo de 12 g L? (FIGURA 2). Ademais, o fato dos explantes serem de origem
seminal pode ter contribuido para a minimizacdo da oxidacéo fendlica A rota metabdlica do chiquimato,
responséavel pela producdo de fendis em plantas, provavelmente € ativada com maior intensidade em
tecidos maduros das arvores (OLIVEIRA et al., 2013). Nos tecidos juvenis, as células ainda néo
passaram por um processo de diferenciagéo tdo pronunciado, com a expressao génica responsavel pela
ativagcdo das rotas metabdlicas de producédo fendis e, consequentemente irdo apresentar problemas

menores quanto a oxidacéo fendlica.

FIGURA 2. Porcentagem de explantes sobreviventes (%) apés 30 dias de cultivo in vitro em meio de

cultura MS50%, suplementado com diferentes concentracdes de carvao ativado.
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As brotagbes de A. urundeuva desenvolvidas no meio de cultura suplementado com carvéo
ativado apresentaram bom vigor vegetativo (FIGURA 3), resultado semelhante ao encontrado para
Swietenia macrophylla (LAMEIRA et al., 2001), Sequoia sempervirens (MENEGUZZI et al., 2020) e
Khaya ivorensis (AZEVEDO, 2018). Por outro lado, apesar da eficiéncia do carvédo ativado no controle da
oxidacao, altas concentracfes do mesmo no meio de cultura podera ser um empecilho. Isso decorre do
fato de que o carvao ativado atua como adsorvente no meio de cultura, fazendo com que se adsorva
tanto substancias fendlicas quanto componentes no meio, como os nutrientes e reguladores (LENCINA
et al.,, 2018). Em decorréncia disso, no cultivo in vitro pode ocasionar nos explantes deficiéncias
nutricionais (MENEGHETTI, 2020). Recomenda-se entdo realizar o subcultivo das brota¢des para um
novo meio de cultura no tempo maximo de 30 dias, afim de minimizar possiveis efeitos sobre as

brotagbes com a utilizacdo de altas concentracdes de carvao ativado.

FIGURA 3. Aspecto visual de brotacdo de A. urundeuva apresentando adequado vigor fisiolégico no
meio de cultura MS meia forga, suplementado com 12 g L* de carvéo ativado, apds 30 dias

de cultivo in vitro. Barra =1 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

O &cido ascérbico atua no controle da oxidacao fendlica pela inativagdo dos radicais de oxigénio.
Esses radicais sdo liberados pelo explantes e potencializados na presenca de luz. Quando se efetua o
corte do segmento o &cido ascorbico atua na inibicdo dos radicais liberados no ferimento causado
(VERDE et al., 2021). Na multiplicagao in vitro de A. urundeuva, houve um decréscimo na efetividade do
controle de oxidagdo fendlica das brotacdes, na medida em que aumentou-se a concentracdo de acido
ascorbico (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Porcentagem de explantes (%) sobreviventes apds 30 dias de cultivo in vitro em meio de

cultura MS50%, suplementado com diferentes concentrages de &cido ascorbico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

O Aacido ascérbico no meio de cultura é absorvido pela planta e atua diretamente nas rotas

metabdlicas de sintese dos fendis (TAIZ; ZEIGER, 2004). O resultado obtido para a multiplicagéo in

vitro de A. urundeuva com o uso do acido ascorbico, pode estar ligado ao fato de o mesmo nao ser

eficaz como agentes antioxidantes dos fendis liberados pelas brotagdes. Ressalta-se ainda que atrelado

a ineficicia do &cido ascérbico, altas concentragbes também nao foram eficientes em Malus domestica

Borkh (SCHUCH, 2003). Astronium urundeuva pode ser sensivel ao 4cido ascorbico e as concentra¢des

utilizadas podem ter ultrapassado o limite aceitavel da espécie, ocasionando a morte das brotacdes.

Porém, as brotagdes sobreviventes na concentra¢do de 0,2 mg/L, apresentaram um bom vigor fisiologico

(FIGURA 5). Além disso, € importante frisar que as brotacdes sdo de origem seminal e, portanto,

apresentam uma variabilidade genética, proporcionando respostas diferentes ao antioxidante e,

consequentemente, a sua sobrevivéncia.
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FIGURA 5. Aspecto visual de brotagcao de A. urundeuva apesentando adequado vigor fisiolégico no meio
de cultura MS meia forga, suplementado com 0,2 g L? de acido ascorbico, apés 30 dias de

cultivo in vitro. Barra =1 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

O PVP inibe a liberacdo de compostos fendlicos no meio de cultura, agindo nos tecidos em
contato com o mesmo (CYD; TEIXEIRA, 2014). A oxidagdo fenodlica das brotacdes de A. urundeuva foi
reduzida a medida que se elevou as concentracdes de PVP até a concentracdo de 1,5 g/L, a partir da
gual houve um decréscimo na sobrevivéncia (FIGURA 6). A reducéo da sobrevivéncia das brotacdes de
A. urundeuva com o PVP em dosagens elevadas, pode estar relacionada a redug¢édo da absorcao de
nutrientes pelos explantes, uma vez que o antioxidante forma uma espécie de camada protetora e

isolante dos tecidos em contato com o meio de cultura (OLIVEIRA et al., 2018).

FIGURA 6. Porcentagem de explantes sobreviventes apds 30 dias de cultivo in vitro em meio

de cultura MS meia for¢a, suplementado com diferentes concentracdes de PVP.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

Com isso, 0 acréscimo de antioxidantes a segmentos nodais, favoreceram o controle da oxidagéo
fendlica em Astronium urundeuva e estabelecer a espécie in vitro, proporcionando assim, conduzir
futuros estudos com as demais etapas da micropropagacao.

5.4. CONCLUSAO

Os antioxidantes carvédo ativado, acido ascérbico e PVP nas concentracdes de 12 g/L, 0,2 mg/L e

1,5¢/L, respectivamente, proporcionaram maior estabelecimento in vitro das brotacdes de A. urundeuva.
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6. BALANCO HORMONAL NA MULTIPLICACAO in vitro DE Astronium urundeuva (M. Allem&o)
Engl.

RESUMO

Aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva) apresenta aplicabilidade para fins terapéuticos devido as suas
caracteristicas farmacoldgicas e para uso madeireiro em razdo da sua resisténcia e com grande
durabilidade. Isso acarretou a intensa exploracdo da espécie, levando-a a ser incluida na lista de
espécies ameacadas de extincdo. Em decorréncia desta situagdo, a micropropagacéo € tida como um
ferramenta em potencial para a propagacéo e conservacao in vitro da espécie. Diante disso, o0 objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracBes de ANA associada com TDZ e BAP na
multiplicagdo in vitro de A. urundeuva. Segmentos nodais, obtidos a partir de plantulas germinadas in
vitro, foram utilizados como explantes. Os mesmos foram inoculados no meio de cultura MS50%,
suplementado com as seguintes concentra¢des de ANA (0,0; 0,025 e 0,050 mg.L1) associadas com TDZ
(0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg.LY) e BAP (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg.L1). Transcorridos 31 dias, foi
avaliado o vigor dos explantes, calejamento e nimero de brotac6es. O percentual de germinacao in vitro
das semntes de A. urundeuva foi de 61%, demostrando a viabilidade da técnica para iniciar a
micropropagacéo. O maior vigor dos explantes foi obtido no meio de cultura suplementado somente com
BAP, por sua vez, o TDZ induziu disturbios fisiolégicos nos explantes, como intenso calejamento e
posterior necrose dos tecidos. Os resultados obtidos indicam a necessidade de maiores estudos em
razdo do balanco hormonal auxina/citocinas néo foi favoravel para a multiplicagdo in vitro da espécie.
Assim, maiores investigacfes afim de determinar as melhores concentracdes de reguladores de
crescimento e também outros tipos, sdo necesséarios para a otimizacdo da multiplicacdo in vitro de

aroeira de A. urundeuva.

Palavras-chave: Aroeira do sertdo; Micropropagacédo; Regulador de crescimento.
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HORMONAL BALANCE IN THE in vitro MULTIPLICATION OF Astronium urundeuva (M. Allemé&o)
Engl.

ABSTRACT

Aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva) has applicability for therapeutic purposes due to its
pharmacological characteristics and the wood used due to its resistance and excellent durability. Due to
the intense exploitation, A. urundeuva is included on the endangered species list. A micropropagation is a
potential tool for in vitro propagation and species conservation. Therefore, this work aims to evaluate the
effect of different concentrations of NAA associated with TDZ and BAP on the in vitro multiplication of A.
urundeuva. Explants were nodal segments obtained from seedlings germinated in vitro. They were
inoculated in MS50% culture medium, supplemented with the concentrations of NAA (0.0; 0.025, and
0.050 mg.L?), TDZ (0.0; 0.25; 0.50; 0.75, and 1.00 mg.L!) and BAP (0.0; 0.25; 0.50; 0.75, and
1.00 mg.L?). After 31 days, we evaluated the vigor of explants, calluses, and the number of sprouts. The
in vitro germination of A. urundeuva seeds was 61%, demonstrating that micropropagation is a feasible
technique to initiate. The explants supplemented only with BAP showed greater vigor. However, TDZ
induced physiological disorders in the explants, such as intense callosities and subsequent tissue
necrosis. The auxin/cytokine hormonal balance was not favorable for the in vitro multiplication of the
species. Thus, further investigations are needed to determine the best concentrations of growth

regulators to optimize the in vitro multiplication of A. urundeuva.

Keywords: Aroeira do sertdo; Micropropagation; Plant growth regulator.
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6.1.INTRODUCAO

A flora vegetal do Cerrado é uma das maiores do mundo, possuindo mais de 6.000 espécies
(BRASIL, 2010; MENDONCA et al., 1998). Além de possuir um alto grau de endemismo e ocupar mais
de 23,3% do territdrio brasileiro e 54% do estado de Minas Gerais (IBGE, 2019), o Cerrado é um dominio
que presta uma variedade de Servigcos Ecossistémicos (SE), incluindo servigos culturais, provisorios e
regulatérios (JOLY et al., 2019). Apesar de sua importancia, muitos de seus ecossistemas deram lugar a
agricultura e pecuaria extensiva, em detrimento de uma diversidade biolégica até entdo desconhecida e
ndo alterada (BRASIL, 2015; MARTINELLI et al., 2014; STRASSBURG et al. 2017). A presséo sobre a
flora do Cerrado fez com que diversos ecossistemas fossem alterados por areas com pastagens
degradadas, e muitas espécies nativas foram se extinguindo devido a exploracéo desordenada.

Tendo em vista o cenério atual, onde as preocupa¢des com as mudancas climaticas sao
crescentes, 0 governo brasileiro assumiu um novo compromisso na Conferéncia das Nacdes Unidas
sobre Mudancas Climéticas 2021 (COP26), que concluiu com o Acordo de Glasgow, no qual o pais se
comprometeu a restaurar e reflorestar 18 milhdes de hectares de floresta até 2030 e restaurar 30
milhdes de hectares de pastagens degradadas (BICHARA et al., 2022). Com isso, estudo com espécies
nativas vem sendo feitas a fim de auxiliar e cumprir essa meta proposta. Dentre as espécies em
potenciais para recuperacao e restauracdo do Cerrado, esta a aroeira do sertdo (Astronium urundeuva).

A. urundeuva é uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae e endémica de areas de
Cerrado, ocorrendo nas regides Centro-Oeste, Norte, Nordeste, Sudeste e Sul (SILVA-LUZ & PIRANI,
2016). Em virtude das suas caracteristicas como a madeira de grande resisténcia mecanica, foi
intensamente explorada e por esse motivo foi incluida na lista oficial de espécies brasileiras ameagadas
de extingdo (MMA, 2008). A espécie também possui grande potencial medicinal, segundo Nobre-Junior
et al. (2009) as chalconas, um flavonoide encontrado em A. urundeuva juntamente a outras terapias,
podem proporcionar beneficios ao tratamento de pacientes com lesGes neurodegenerativas, como a
doenca de Parkinson. Além disso, entre os tipos de méis comercializados no Brasil, o0 mel de aroeira,
produzido na regido do norte de Minas Gerais, tem sido bastante estudado e valorizado por suas
caracteristicas marcantes, como sua cor escura e sabor acentuado (DEMIER, 2018). Apesar dos
multiplos usos da espécie e do interesse econdmico sobre a espécie, a exploragdo ainda ocorre de
forma unicamente extrativista, comprometendo a conservacdo dos recursos genéticos e a
sustentabilidade das cadeias produtivas (BRASIL, 2016).

Neste contexto, a recuperacdo e restauracdo das areas degradadas, bem como a exploracao
silvicultural de A. urundeuva depende da obtencdo de sementes e mudas. Atualmente, a propagacéo da
espécie ocorre exclusivamente de forma seminal e o mercado ndo tem disponivel a quantidade de
mudas e nem a diversidade exigida pelas normas ambientais (DURIGAN et al, 2010). Diante disso, a
busca por protocolos de estabelecimentos de sementes in vitro podem auxiliar na dificuldade da
propagacdo natural da espécie. O avango no aprimoramento da propagacgdo vegetativa pode facilitar a
rdpida multiplicacdo de gendtipos de interesse, com a obtencdo de mudas de qualidade e uniformes em
quantidade suficiente para atender a demanda do mercado (XAVIER, 2007). A Diante das dificuldades
encontradas na propagacao sexuada da aroeira-do-sertdo, uma alternativa para a obtencdo de mudas

da espécie encontra-se a micropropagac¢do. As vantagens da micropropagacéo incluem a capacidade de
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produzir materiais livres de doencas em larga escala e por periodos de tempo mais curtos (AITKEN-
CHRISTIE et al.,, 1995; ARRIGONI-BLANK et al., 2011). Além disso, as técnicas de cultivo in vitro
desempenham um papel crucial na manutencdo e compartilhamento de germoplasma com genes de
maior qualidade (BRAUN et al., 2010). O cultivo in vitro frequentemente emprega reguladores de
crescimento com o objetivo de promover a proliferacédo das plantas.

Dentre os varios tipos de reguladores, destacam-se a classe das citocininas, que séo utilizadas
para promover o crescimento das plantas, estimulando a divisdo celular, controlando a sintese de
proteinas diretamente relacionadas a formacéo de fibras mitéticas e inibindo o crescimento dos sistemas
aéreo e radicular, exemplos de reguladores dessa classe sdo o BAP (6-Benzilaminopurina) e o TDZ
[thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)] (CASTRO et al., 2007). Outra classe importante é a das
auxinas que apoiam a divisdo, diferenciacdo e alongamento celular e estdo correlacionados a
dominancia apical, tendo como exemplo o uso de ANA (acido naftaleno acético), que tem auxiliado a
producdo in vitro de espécies florestais nativas.

O estabelecimento de material vegetativo maduro coletado de arvores matrizes adultas apresenta
altos indices de contaminagéo fungica e bacteriana, além da oxidacdo fendlica. Nesse sentido, uma
alternativa vidvel tem sido o cultivo in vitro de plantulas obtidas a partir de sementes. O material
propagativo de origem juvenil apresentar maior capacidade de resposta in vitro em razdo do menor grau
de diferenciagéo celular e maior vigor fisiolégico (STUEPP et al., 2018). Neste sentido, este trabalho teve
como objetivo avaliar: (1) a germinacédo in vitro de Astronium urundeuva, e; (2) a multiplicacdo de
brotagbes de origem seminal sob diferentes concentracdes de ANA em associacdo com BAP e TDZ afim

de estabelecer um protocolo eficiente de micropropagacgédo a espécie.

6.2.MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Florestal situado no Centro de
Pesquisa em Ciéncias Agrarias (CPCA) no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICA/JUFMG), localizado no municipio de Montes Claros, Minas Gerais. A coleta dos
diasporos de A. urundeuva foram realizadas no més de setembro, a partir de 21 matrizes localizadas
num fragmento de Cerrado localizado no municipio de Montes Claros/MG (latitude 16°40°59,7”S,
longitude 43°50'21,9”"W e altitude 680 m) (FIGURA 7). De acordo com a classificagcdo climéatica Kdéppen
(ALVARES et al., 2013) a regido €é caracterizada por apresentar um clima seco tropical, com precipitagao

anual entre 1000 - 1300 mm, inverno seco e temperatura média de 23,1°C.
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FIGURA 7. Mapa de localiza¢do das matrizes de A. urundeuva, utilizadas neste estudo para a coleta dos

diasporos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os diasporos coletados foram encaminhados ao laboratorio, para beneficiamento manual, que
consistiu na remogdo dos calices dos diasporos e a selecdo daqueles que ndo apresentavam
visualmente fruto-semente vazios (auséncia dos tecidos), danos fisicos e/ou causados por insetos
(FIGURA 8).

FIGURA 8. Diasporos de A. urundeuva coletadas na cidade de Montes Claros - Minas Gerais.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022
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Germinagdao in vitro

Os diasporos selecionados foram colocados em agua corrente por 10 minutos e, em seguida,
foram imersos em uma solucao de hipoclorito de sédio (NaCIlO) a 2,0 - 2,5% (v/v) de cloro ativo por 15
minutos. Ao final do tratamento, foram enxaguados com agua deionizada e autoclavada por trés vezes e
inoculados verticalmente em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentracdo de sais, suplementado com sacarose (30 g
L1) e &gar (6 g L't). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e a esterilizagdo do mesmo foi feita
guimicamente com o biocida Polybac 7DC (2 ml L'1). Apds a inoculagédo, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento sobre controle de fotoperiodo 16/8 hs (claro e escuro) e de temperatura de 27 + 2°C.

Na germinacdo de A. urundeuva foram realizadas 9 avaliagdes em um periodo de 31 dias apos a
inoculacdo. Durante as avaliagdes determinou-se o nimero protrusdo radicular, nimero de plantulas e
sementes ndo germinadas. A protrusdo radicular foi definida como a emissdo da radicula igual ou
superior a 1 mm. As plantulas foram classificadas como aquelas que mostraram potencial para continuar
seu desenvolvimento e apresentaram todas as suas estruturas essenciais bem desenvolvidas,
completas, proporcionais e sadias. Ja as sementes ndo germinadas corresponderam aquelas que
apresentaram auséncia do embrido ou algum tipo de dano.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, contendo 390 repeticdes,
sendo cada unidade experimental constituida por 1 semente. Os dados mensurados foram analisados
quanto a sua normalidade e homogeneidade (P>0,05), respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e
Bartlett. Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e analise de regressao
polinomial (P<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote ExpDes.pt do

software estatistico RStudio®, verséo 3.5.3.

Multiplicac&o in vitro

Na multiplicagdo in vitro de A. urundeuva, as brotagbes foram obtidas a partir de sementes
germinadas in vitro. Para tanto, as sementes foram colocadas em agua corrente por 10 minutos e, em
seguida, foram imersos em uma solu¢éo de alcool (70%) por 30 segundos e em sequéncia em solugao
de hipoclorito de sédio (NaCIO) a 2,0 - 2,5% (v/v) de cloro ativo por 15 minutos. Ao final do tratamento,
foram enxaguados com agua deionizada e autoclavada por trés vezes e inoculados em tubos de ensaio
(2 x 10 cm), contendo 5,0 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da
concentracdo de sais, suplementado com sacarose (30 g/L), PVP (1,5 g/L) e &gar (6 g/L). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,8 e a esterilizacdo do mesmo foi feita quimicamente com o biocida Polybac
7DC® (2 ml LY). Apo6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sobre controle
de fotoperiodo 16/8 hs (claro e escuro) e de temperatura de 27 +2 °C.

Transcorridos 25 dias, as plantulas germinadas in vitro foram excisadas para a retirada da raiz e a
parte aérea sem o0 meristema apical foi utilizada como explante. As brotagfes foram inoculadas em meio
de cultura em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 mL do meio de cultura MS com metade da
concentracdo de sais, suplementado com diferentes concentracdes de ANA associadas com BAP e TDZ
(TABELA 2), sacarose (30 g L), PVP (1,5 g L) e agar (6 g L'Y). O pH do meio de cultura foi ajustado
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para 5,8 e a esterilizagdo do mesmo foi feita quimicamente com o biocida Polybac 7DC® (2 ml L%). Apés
a inoculagao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sobre controle de fotoperiodo 16/8 hs

(claro e escuro) e de temperatura de 27 + 2 °C.

Tabela 2. Descricdo das concentracdes dos reguladores de crescimento, acido naftaleno acético (ANA),
benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ) utilizadas na multiplicacdo in vitro de brotacées
de A. urundeuva.

Tratamentos ANA (mg/L) BAP (mg/L) TDZ (mg/L)
T1 - 0,00 -
T2 - 0,25 -
T3 - 0,50 -
T4 - 0,75 -
T5 - 1,00 -
T6 0,025 0,00 -
T7 0,025 0,25 -
T8 0,025 0,50 -
T9 0,025 0,75 -
T10 0,025 1,00 -
T11 0,050 0,00 -
T12 0,050 0,25 -
T13 0,050 0,50 -
T14 0,050 0,75 -
T15 0,050 1,00 -
T16 - - 0,00
T17 - - 0,25
T18 - - 0,50
T19 - - 0,75
T20 - - 1,00
T21 0,025 - 0,00
T22 0,025 - 0,25
T23 0,025 - 0,50
T24 0,025 - 0,75
T25 0,025 - 1,00
T26 0,050 0,00
T27 0,050 - 0,25
T28 0,050 - 0,50
T29 0,050 - 0,75
T30 0,050 - 1,00

Transcorridos 30 dias apds o inicio do experimento, procedeu-se a avaliagdo das brotacdes

guanto ao seu vigor vegetativo, grau de calejamento e o numero de brotagdes emitidas. O vigor
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vegetativo das brotagBes e o seu grau de calejamento foram avaliados com base em uma escala de
notas (FIGURA 9 e 10).

FIGURA 9. Escala de notas de classificacdo do vigor vegetativo das brotacdes de A. urundeuva
multiplicadas in vitro em meio de cultura MS50% suplementado com diferentes
concentracdes de ANA associadas com concentracdes de BAP e TDZ. 1-explante morto;
2- explante em processo de necrose; 3-explante pouco vigoroso; 4- explantes

desenvolvidos, porém com disturbios fisioldgicos; 5- explantes vigorosos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

FIGURA 10. Escala de notas de classificagdo do grau de calejamento das brotacdes de A. urundeuva
multiplicadas in vitro em meio de cultura MS50% suplementado com diferentes
concentracdes de ANA associadas com concentragdes de BAP e TDZ. 1-explante morto;
2- explante com grande area de calos; 3-explante com pouca presenca de calos; 4-

explantes desenvolvidos, porém com disturbios fisiolégicos; 5- explantes vigorosos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com 30 tratamentos, cada

qual composto por 10 repeticBes, com 1 brotacdo por unidade amostral. Os dados mensurados foram
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analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade (P>0,05), respectivamente, pelo teste de
Shapiro-Wilk e Bartlett. Em seguida os dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e
analise de regressdo polinomial (P<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
pacote ExpDes.pt do software estatistico RStudio®, versdo 3.5.3.

6.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinagéo in vitro

As espécies florestais nativas, tais como a A. urundeuva que ainda estdo em um estagio de pré-
melhoramento, apresentam dificuldades quanto a sua propagacdo quer seja seminal ou clonal. Na
maioria das nativas, a baixa taxa de germinacdo é um fator que prejudica sua perpetuacédo. Com isso, 0s
resultados obtidos de germinacao in vitro no presente estudo foram satisfatorios quando comparado ao
método de propagacao por sementes (DE SOUZA NASCIMENTO et al., 2022). No final dos 31 dias de
cultivo in vitro foi observada uma porcentagem de 61,53% de plantulas; 34,10% de sementes nao
germinadas e 4,37% de sementes com protuséo radicular.

O inicio do processo germinativo foi observado a partir do terceiro dia de cultivo in vitro, onde
houve um total de 14,35% de sementes com presenca de radicula. A rdpida germinagéo in vitro das
sementes de A. urundeuva € decorrente da sua adaptabilidade as condicdes ambientais dos locais de
ocorréncia natural da espécie. Para tanto, ha rapida absor¢éo de agua e fisiologicamente um acentuado
aumento na intensidade respiratoria, que € responsavel pela produgdo de energia que vai ser utilizada
nas reacfes bioquimicas. Dentre as reac¢des bioquimicas, temos a degradacdo das substancias de
reserva, que VAo nutrir o eixo embrionario até o desenvolvimento do sistema radicular (ALONSO, 2018)

No processo germinativo das sementes de A. urundeuva para as plantulas ditas normais houve
um pico apds 7 dias de cultivo in vitro que se estendeu até ao 23°, no qual observou uma estabilizagdo
de germinagdo, totalizando 240 de plantulas (FIGURA 11). Tal comportamento pode ser explicado
devido aos diasporos de aroeira possuirem um indice médio de emergéncia de plantulas apoés 5 dias de
semeadura (DE PAULA et al., 2022). No decorrer do tempo, os diasporos que ndo sao viaveis, mesmo

gue proporcionada todas as condi¢8es ideias, ndo ha formacéo de plantulas.
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FIGURA 11. Porcentagem de plantulas (%) de A. urundeuva germinadas in vitro em meio de cultura
MS50%, apds 31 dias de inoculagao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

A germinac¢d@o in vitro de A. urundeuva esti atrelada a alguns fatores, dentre os quais a
variabilidade genética das sementes. A literatura reporta que os diasporos germinados de A. urundeuva
variam de 20% a 80% (DORNELES et al., 2005). No presente estudo, 34,10% dos diasporos foram
classificados como inviaveis e este fator genético dificulta determinar as possiveis causas dessa
inviabilidade, pois cada semente respondera de uma forma independente. Além disso, outro fator
decisivo que pode afetar diretamente as condigbes dos didsporos é a sanidade da planta matriz na
época de frutificacdo. As condi¢Bes edafocliméticas do local das plantas matrizes podem alterar o
transporte de nutrientes para toda a planta e consequentemente impactar na formagdo de sementes de

qualidade.

TABELA 3. Percentuais de protrusdes radiculares e de diasporos ndo germinados de A. urundeuva
germinadas in vitro em meio de cultura MS50%, apés 31 dias de inoculagéo.

Dias de avaliacdes Protrusdo radicular (%) Diasporos ndo germinados (%)

3 14,35 85,64
7 41,28 57,43
10 34,35 53,07
14 31,28 38,20
18 23,07 37,94
22 8,71 35,12
25 6,41 35,12
28 4,35 34,10
31 4,35 34,10

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

A protrusao radicular € uma variavel de suma importancia uma vez que € indicativo de que as

sementes ao emitirem raizes apresentam alta probabilidade de desenvolverem plantulas completas.
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Geralmente, baixas porcentagens para esse indice estdo atreladas a dorméncia ou incapacitagdo das
raizes romperem o0s tegumentos, 0 que rotineiramente ocorre em espécies nativas. Porém, Dorneles
(2005) testando diferentes métodos de superagGes de dorméncia em A. urundeuva, observou que os
principais métodos que auxiliam neste processo, reduziram a viabilidade da semente e
consequentemente a reducdo de sua taxa germinativa, ndo sendo recomendado para esta espécie o uso
de quaisquer métodos de quebra de dorméncia, conforme constatou-se no presente estudo. Neste
contexto, mesmo aqueles diasporos (4,35%) que emitiram radicula ap6s 28 dias de cultivo in vitro
desenvolveram a parte aérea em sequéncia (Tabela 3).

Os resultados obtidos para a germinacdo in vitro de A. urundeuva demonstrou que a sua
propagacao in vitro é factivel, com um percentual de obtencéo de plantulas normais satisfatorio (619%).
Isso demonstra que a micropropagacdo da espécie a partir de material juvenil € uma ferramenta em
potencial para maiores estudos, quer seja para a multiplicacdo de gendtipos ou para a conservacao de

germoplasma.

Multiplicac&o in vitro

A multiplicagdo in vitro almeja a proliferacdo do material vegetal em uma acentuada taxa de
crescimento, com a emissdao do maior nimero de brotac6es em cada subcultivo. Entretanto, diversas
espécies lenhosas, especialmente as florestais nativas, tém apresentado problemas nessa etapa
(CHOUDHARY, 2020). Diversos fatores podem estar ligados a reduzida taxa multiplicativa das
brotacdes, tais como o gendtipo, o meio de cultura, as condi¢bes de cultivo in vitro (GONCALVES et al.,
2022). No presente estudo, 0 acompanhamento do experimento através de observagdes periddicas abriu
um indicio que A. urundeuva apresenta uma dominancia apical proeminente. Portanto, a alteracéo do
balanco hormonal auxinas/citocininas dos explantes pela suplementagdo do meio de cultura com
reguladores de crescimento pode ser decisivo para a quebra dessa dominancia e induzir a multiplicagdo
de novas brotacdes.

Em relacdo ao numero de brotagbes, os melhores resultados foram obtidos naqueles tratamentos
com a presenca de ANA (TABELA 13A). O efeito positivo do ANA para a multiplicacéo das brotacfes de
A. urundeuva provavelmente esta ligada a sua contribuicdo para a manutencdo de uma balango
enddgeno nos explantes que favoreceu a quebra da dominancia apical e a indugdo da multiplicacdo das
brota¢cbes axilares (DE SOUZA NASCIMENTO et al., 2020). A associacdo de ANA e BAP promoveu a
multiplicagdo das brota¢des apenas nos tratamentos T11 e T9. No dmbito geral, a associacdo de BAP e
ANA nao foi eficaz na proliferacédo de brota¢cdes de A. urundeuva.

Os resultados referentes a multiplicacdo das brotacSes no meio de cultura suplementado com
ANA associado com TDZ foram insatisfatorios, visto que na maioria dos tratamentos houve intenso
calejamento dos explantes (FIGURA 12). A maioria dos explantes apresentaram morte ou inibicdo do
desenvolvimento do meristema apical. Esta resposta provavelmente deve-se ao efeito hormonal do TDZ
que induz uma intensa desdiferenciacéo celular, o que contribuiu para a inibicdo do desenvolvimento do
apice dos explantes, promovendo a quebra da dominancia apical (MAXIMO et al., 2020). Por outro lado,
0 intenso calejamento promovido pela a¢do do TDZ no meio de cultura proporcionou a formacdo de

estruturas bem caracteristicas de tecidos meristematicos, havendo a formacao de uma brotagédo, muito
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provavelmente adventicia. Assim, este resultado abre perspectivas para a utilizacdo do TDZ como
indutor de organogénese e/ou embriogénese somatica em A. urundeuva. O potencial morfogénico do

TDZ ja foi comprovado para diferentes espécies florestais (DHIMAN et al., 2018).

FIGURA 12. Aspecto visual do calejamento induzido em segmento nodal no tratamento com ANA

associado com TDZ, em meio de cultura MS50%, apds 31 dias de inoculagdo de A. urundeuva.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

Ressalta-se que os tratamentos nos quais o ANA foi associado com BAP, ndo houve calejamento
das brotacbes (FIGURA 13C). Portanto, ha multiplicagéo in vitro de A. urundeuva, o tipo de citocinina
utilizada como regulador de crescimento tem efeito diferenciado sobre a morfogénese dos explantes. O
BAP ¢é a principal citocinina utilizada nos meios de cultivo in vitro de espécies florestais (SANT ANA et
al., 2018).

O vigor vegetativo das brotacbes foi obtido para agueles tratamentos nos quais apenas o BAP foi
suplementado ao meio de cultura (FIGURA 12B). Por sua vez, os tratamentos com TDZ todos
apresentaram na sua maioria a morte das brota¢des, em razdo do intenso calejamento observado.

De maneira geral, as brotacdes que se desenvolveram apresentaram leves sintomas de
deficiéncia nutricional, com o amarelecimento do limbo das folhas de algumas brotac¢des. Tais resultados
revelam a necessidade de maiores estudos relacionados a nutricao in vitro, como avaliagdo de meios de
cultura e concentracdes dos componentes dos mesmos. Como alternativa ao meio MS, a utilizacdo do
meio de cultura WPM pode mostrar bons resultados em espécies nativas brasileiras como: Hancornia
speciosa e Dalbergia nigra (PIRES et al., 2019; DOS SANTOS PESSANHA et al., 2022)
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FIGURA 13. Valores médios do nimero de brotacbes (A), vigor (B) e calejamento (C) de A. urundeuva
na fase de multiplicacao in vitro.

NUmero de brotos

Vigor

Calejamento

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

aaaa

a
a
a
a a a
a

A

a
aa

aa
a
b b
H” Ccl“llhibi
cepalll |

T2 T4 T6 T8 T10 T12 T14 T16 T18 T20 T22 T24 T26 T28 T30

(op
(on

a
a
a g .
b p
b ccC,
. C C

Tratamentos

B

T2 T4 To6 T8 T10 T12 T14 T16 T18 T20 T22 T24 T26 T28 T30

—

Tratamentos

ratamentos



48

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia.

De modo geral, com base nos resultados obtidos no presente estudo, recomenda-se maiores
investigacdes na micropropagacdo de A. urundeuva, especialmente com modificacbes do meio de
cultura, conforme encontrado para Rubus sp e Eucalyptus Globulus Labill. (VILLA et al., 2010;
CORDEIRO et al., 2014). Novos estudos afim de determinar a concentracédo ideal de reguladores de
crescimento para a multiplicacéo in vitro de brotacdes de A. urundeuva com a associacdo de ANA x BAP
corresponde a melhor alternativa para otimizar a producao de propagulos in vitro. Ademais, em razéo
dos resultados obtido com intenso calejamento dos explantes nos tratamentos com TDZ, o mesmo
podera ser utilizado em novas pesquisas com organogénese e/ou embriogénese da espécie afim de

determinar possiveis altera¢cdes em sua taxa de germinagéo e multiplicagao in vitro.

6.4.CONCLUSOES

A germinacdo in vitro de A. urundeuva é uma alternativa aos métodos convencionais de
propagacéo, obtendo-se 61% de plantulas viaveis para etapas subsequentes de micropropagacéao.
O balan¢o hormonal estabelecimento entre ANA x BAP e ANA x TDZ em nenhum dos tratamentos

testados foi efetivo para induzir a multiplicacéo in vitro de A. urundeuva.
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