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RESUMO

FELIX, Bruna Vasconcelos. M. Sc. Universidade Federal de Mato Grosso, margo de 2022.
Resgate de material adulto e propagacédo in vitro de Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby. Orientadora: Luciana Coelho de Moura.
Coorientadora: Aisy Botega Baldoni Tardin.

Este estudo tem como objetivo avaliar se € possivel estabelecer protocolos de introducéo,
multiplicacdo e enraizamento in vitro de brotag¢fes de Schizolobium parahyba var. amazonicum
(Huber ex Ducke) Barneby oriundas do resgate do material vegetativo de individuos adultos da
espécie pela técnica de semianelamento. Para aplicacdo da técnica de semianelamento foram
utilizadas quarenta e oito progénies com aproximadamente 4,5 anos de idade, estabelecidas em
um plantio na area experimental da Embrapa Agrossilvipastoril que foram submetidos a técnica
de semianelamento basal e superior do caule, com aplicacdo do regulador de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP), nas doses de 0, 500, 1000 e 2000 mg L™ na regido anelada. Foram
avaliadas o nimero médio dos brotos (NB) e o comprimento médio dos brotos (CB) a cada 7
dias até os 120 dias. Para a introducdo in vitro as brotagdes ourindas do semianelamento foram
introduzidas em meio MS, acrescidas de carvdo ativado e PVP como antioxidantes. As
brotacdes foram submetidas a diferentes tempos de desinfestacdo (0, 5, 10 ou 15 minutos) em
uma solucéo de hipoclorito de sédio 2,5 % (v/v) com adicdo do detergente Tween 20, a seguir
realizou-se 0 enxague do material em 6 ciclos com agua destilada e autoclavada. As avaliagdes
foram realizadas durante um periodo de 30 dias, no qual, semanalmente, foram avaliadas a
incidéncia de contaminacgdo fungica e bacteriana (CF), oxidacdo (OX) e taxa de sobrevivéncia
dos explantes (TS). Em busca de estabelecer um protocolo de multiplicacéo in vitro segmentos
cotiledonares e apicais oriundos de sementes germinadas in vitro foram submetidos a diferentes
concentragdes (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 mg L 1) de citocininas (BAP) e cinetina (CIN), em meio de
cultura WPM, aos 25 dias foram avaliados namero de brotacdo por explante (NBE),
comprimento da maior brotacdo (CMB) e calculado a porcentagem de brotacdo (PB). Para o
enraizamento in vitro utilizou segmentos provenientes da etapa de multiplicacdo, que foram
submetidos a diferentes concentracdes (0; 0,5; 1,5; 3,0 mg L 1) de auxinas acido indolbutirico
(AIB) e é&cido naftalenoacético (ANA), onde aos 60 dias foram avaliados o percentual de
enraizamento (PE), numero total de raizes (NTR) e comprimento médio das raizes (CMR). Para
a técnica de semianelamento basal ndo houve interacdo significativa entre as progénies
avaliadas e as diferentes doses de BAP testadas. A técnica de semianelamento superior do caule
ndo garantiu a emissdo de brotacdes para nenhuma progénie em nenhuma das doses testadas. O
estabelecimento in vitro de brotacdes provenientes do resgate vegetativo apresentou altas taxas
de contaminacdo e nenhum material foi aproveitado. Na multiplicacéo in vitro, a variavel NBE
e PB apresentou interacdo significativa para o segmento e citocinina utilizada. A maior média
de brotacdo por explante (1,45) foi obtida com a associacdo do segmento cotiledonar e
citocinina BAP, 0 mesmo aconteceu para a variavel PB, a maior média 85,45%. A variavel
CMB, apresentou apenas efeito dos fatores isolados. N&o foi possivel obter enraizamento de S.
parahyba var. amazonicum.

Palavras-chave: Parica. Propagacgdo vegetativa. Regulador de crescimento



ABSTRACT

FELIX, Bruna Vasconcelos. M. Sc. Universidade Federal de Mato Grosso, March, 2022.
Rescue of adult material and in vitro propagation of Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby. Advisor: Luciana Coelho de Moura Co-advisor: Aisy
Botega Baldoni Tardin.

This study aims to evaluate whether it is possible to establish protocols for the introduction,
multiplication and in vitro rooting of shoots of Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber
ex Ducke) Barneby derived from the rescue of vegetative material from adult individuals of the
species by the semi-annulation technique. For the application of the semi-girdling technique,
forty-eight progenies with approximately 4.5 years of age were used, established in a plantation
in the experimental area of Embrapa Agrossilvopastoril that were submitted to the technique of
basal and superior semi-girdling of the stem, with application of the growth regulator 6-
benzylaminopurine (BAP), at doses of 0, 500, 1000 and 2000 mg L in the ring region. The
mean number of shoots (NB) and the mean length of shoots (CB) were evaluated every 7 days
until 120 days. For in vitro introduction, the semi-annealing buds were introduced in MS
medium, plus activated charcoal and PVP as antioxidants. The shoots were submitted to
different times of disinfestation (0, 5, 10 or 15 minutes) in a 2.5% (v/v) sodium hypochlorite
solution with the addition of Tween 20 detergent, followed by rinsing the material in 6 cycles
with distilled and autoclaved water. The evaluations were carried out during a period of 30
days, in which, weekly, the incidence of fungal and bacterial contamination (CF), oxidation
(OX) and explant survival rate (TS) were evaluated. In order to establish an in vitro
multiplication protocol, cotyledonary and apical segments from in vitro germinated seeds were
submitted to different concentrations (0.0; 0.5; 1.0; 2.0 mg L -1) of cytokinins (BAP) and
kinetin (KIN), in WPM culture medium, at 25 days the number of buds per explant (NBE),
length of the largest bud (CMB) and the percentage of bud (CP) were calculated. For in vitro
rooting, segments from the multiplication stage were used, which were submitted to different
concentrations (0; 0.5; 1.5; 3.0 mg L -1) of indolebutyric acid (IBA) and naphthaleneacetic acid
(NAA), where at 60 days the percentage of rooting (PE), total number of roots (NTR) and
average root length (CMR) were evaluated. For the basal semi-girdling technique, there was no
significant interaction between the evaluated progenies and the different doses of BAP tested.
The technique of superior semi-girdling of the stem did not guarantee the emission of shoots
for any progeny at any of the doses tested. The in vitro establishment of shoots from vegetative
rescue showed high rates of contamination and no material was used. In the in vitro
multiplication, the variable NBE and PB showed significant interaction for the segment and
cytokinin used. The highest average of budburst per explant (1.45) was obtained with the
association of the cotyledonary segment and cytokinin BAP, the same happened for the variable
PB, the highest average 85,45%. The CMB variable showed only the effect of isolated factors.
It was not possible to obtain rooting of S. parahyba var. amazonicum.

Keywords: Parica. Vegetative propagation. Growth regulator
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1. INTRODUCAO

A silvicultura clonal brasileira alcangou notoriedade devido ao sucesso obtido nas
técnicas de melhoramento genético e de propagacéao vegetativa, principalmente em relacéo aos
géneros Eucalyptus e Pinus (WENDLING et al. 2009). Atualmente o Brasil possui cerca de
9,55 milhGes de hectares em florestas plantadas, na sua grande maioria representada por
espécies do género Eucalyptus, e aproximadamente 382 hectares representados por outras
espécies, dentre elas o parica (IBA, 2021).

O paricéa Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby,
espécie nativa da Amaz0nia, apresenta caracteristicas adequadas para producédo de laminados e
painéis de madeira, com resultados que indicam rendimento no processo de laminagdo similar
Ou até mesmo superior as espécies tradicionalmente usadas para esta finalidade no Brasil, como
espécies do género Eucalyptus e Pinus (MACHADO et al., 2018; MELO et al., 2014).
Tornando assim o Schizolobium parahyba var. amazonicum, uma espécie com grande potencial
para utilizacdo em plantios florestais (CARVALHO, 2003).

Porém, para garantir o estabelecimento de um plantio é necessario a utilizacédo de
técnicas que possam garantir a producdo de mudas em larga escala (XAVIER, 2021). A
propagacdo de especies florestais pode ocorrer por meio de vias sexuada e assexuada, este
segundo processo pode ser promissor quando o objetivo € a uniformizacao dos individuos em
relacdo a forma do fuste, crescimento e porte das arvores, , além da selecdo de materiais
genéticos resistentes a pragas e doencas, que sdo caracteristicas fundamentais em plantios
comerciais, sendo a propagacao vegetativa uma alternativa viavel para a producdo de mudas
diante da heterogeneidade provocada pela propagacdo sexuada (LIMA et al., 2018;
MANTOVANI et al., 2017). Usualmente o parica é propagado por vias seminais, chegando a
alcancar 94 % de germinacdo (CORDEIRO et al., 2002).

A producdo de mudas por via seminal pode inviabilizar a obtencdo de plantios
clonais, pois as sementes sdo resultadas da recombinacao genética entre plantas que acarretam
a variacdo genotipica entre os seus descendentes, acarretando em variabilidade genética e
heterogeneidade dos plantios (OLIVEIRA et al. 2013). Em razdo disto as técnicas de
propagacdo vegetativa sdo alternativas para manter a homogeneidade dos plantios com as
caracteristicas de interesse do mercado, por meio da selecdo de individuos geneticamente
superiores (XAVIER et al. 2021; NASCIMENTO et al., 2018).
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Atualmente no Brasil ndo ha relatos na literatura a respeito de programas de
melhoramento genético para o parica, porém o potencial de sua utilizagdo para exploracdo
madeireira vem despertando a necessidade de se iniciar um programa de melhoramento
genético, a fim de se obter gendtipos que atendam aos interesses do mercado consumidor
(BALDONI et al. 2020). Para atender a demanda da producdo de clones de espécies de
interesse, é de extrema importancia o estabelecimento de protocolos eficientes de inducéo de
brotacdes que sirvam de base para realizar o resgate e clonagem de matrizes selecionadas para
a implantacdo de programas de silvicultura clonal (WENDLING et al., 2009).

Na silvicultura clonal a selecéo dos clones ocorre normalmente na fase adulta, uma
vez que o individuo arboreo expressa seu maior potencial silvicultural, porém para garantir
sucesso por meio de individuos ja adultos é imprescindivel explorar o gradiente de juvenilidade
presente nas arvores, buscando a maior capacidade de propagacdo do material juvenil
(XAVIER et al. 2021).

ApoOs a obtencdo do material na fase adulta, é necessario lancar médo de técnicas
para sua propagacdo. Entre as técnicas de propagacao mais utilizadas no Brasil em programas
de melhoramento genético esta a micropropagacao, que tem por objetivo realizar a manutencéo
genética do clone a ser propagado e torna possivel acelerar o método de propagacdo desse
material (XAVIER et al. 2021).

Portanto, o presente estudo buscou avaliar se é possivel estabelecer protocolos de
introducdo, multiplicacéo e enraizamento in vitro de brotactes de Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby oriundas do resgate do material vegetativo de

individuos adultos da espécie pela técnica de semianelamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A espécie Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby

O género Schizolobium é formado pela espécie (Schizolobium parahyba), que €
dividida em duas variedades, Schizolobium parahyba (Vell.) Blake var. parahyba, e
Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby, sendo diferenciadas
principalmente por caracteristicas morfolégicas e geograficas. Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby possui flores e frutos duas vezes menores, bem como
pelas pétalas oblongas, mais firmes e glabras e pelos pedicelos articulados, além de florescer
completamente sem folhas. No Brasil tem sua ocorréncia natural restrita a bacia Amazonica
(CARVALHO, 2007), enquanto S. parahyba var. parahyba ocorre principalmente na Mata
Atlantica brasileira (SOUZA et al. 2003).

Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby, pertencente
a familia Fabaceae e ao género Schizolobium, é popularmente conhecida por parica, canafistula,
guapuruvu-da-amazonia, parica-da-amazonia ou pinho-cuiabano, faveira e bandarra. O parica
é uma arvore decidua, que pode atingir 40 m de altura e DAP (didmetro a altura do peito) de
100 cm. Seu tronco é reto, e na fase jovem possui coloracdo verde acentuada além de cicatrizes
transversais que sdo causadas pela queda das folhas. Suas flores sdo de coloracdo amarelo-clara
e zigomorfas. E uma espécie monoica, polinizada essencialmente por abelhas ou outros insetos
pequenos, as sementes sdo dispersas de forma anemocorica e barocorica (CARVALHO, 2007).

A espécie possui rapido crescimento o que garante 0 seu amplo uso em areas de
reflorestamento principalmente na regido Centro-Oeste e Norte do pais. A espécie possui
grande utilizacdo da madeira por industrias de ldminas e compensados, garantidas pelo rapido
crescimento, fuste reto, boa desrama natural, facil trabalhabilidade e secagem da madeira
(PIRES, et al., 2011). Produz ainda celulose de boa qualidade e de facil branqueamento, o que
permite a fabricacdo de papel branqueado com excelente resisténcia (HOFFMANN et al.,
2011).

A silvicultura do parica € considerada relativamente facil, podendo ser destacada
pelo proprio processo de desrama natural. Um cuidado que vale a pena ressaltar é a limpeza do
sub-bosque, principalmente nos primeiros anos de cultivo, para se evitar a mato-competicéo
(SOUZA, 2015).
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Diante da necessidade de abastecimento do mercado consumidor da espécie S.
amazonicum, segundo a Industria Brasileira de Arvores (IBA) no ano de 2019 quase 90 mil
hectares de florestas plantadas eram de paricd, sendo 22,4 mil hectares destinados aos plantios
de recuperacdo de areas degradadas. A distribuicdo dos plantios ocorre principalmente nos
estados de Para, Maranh&o, Tocantins e Mato Grosso (IBA, 2019).

2.2. Resgate vegetativo

Para dar inicio a um programa de melhoramento genético é necessario que seja
realizado o resgate do material superior que se pretende propagar, a fim de se obter o material
vegetal. Uma das formas de obtencéo desse material vegetal € por meio do resgate de materiais
adultos ja estabelecidos no campo. As mais variadas técnicas podem ser utilizadas para resgatar
esse material: anelamento, semianelamento, decepa das arvores, uso de galhos podados, entre
outras. A selecdo desses explantes devem ser realizadas preferencialmente onde as brotacoes
estejam fisiologicamente ativas e em estagio primario de crescimento. Quando o resgate for
realizado a partir de individuos adultos, as brotaces devem possuir caracteristicas juvenis, que
podem ser obtidas a partir de rejuvenescimento da matriz doadora (OLIVEIRA et al., 2013;
SOUZA 2015).

A forma mais eficiente de realizar o rejuvenescimento e revigoramento dos tecidos
de uma arvore adulta € a partir da inducéo de brotacdes basais, por meio do corte raso da planta
(PEREIRA et al., 2015), levando em consideracdo o gradiente de maturacao que ocorre da base
para o apice em decorréncia do envelhecimento ontogénico da planta, garantindo maior grau de
juvenilidade e propagulos mais propensos ao enraizamento adventicio (DIAS et al., 2015).
Porém, ao optar por esse método deve-se observar a perda da copa ou perda total do individuo
selecionado, sendo necessario recorrer a outras alternativas que ndo sejam destrutivas para o
gendtipo (WENDLING & XAVIER 2003).

Uma alternativa quando ndo ha possibilidade de se utilizar métodos destrutivos para
obtencdo de brotacdes é o semianelamento, que permite obter gemas geneticamente iguais a
planta matriz, por meio de desenvolvimento de gemas dormentes que possuem caracteristicas
juvenis (MENEGUZZI, 2017).

O seminelamento ou anelamento € considerado uma técnica simples e eficaz por
consistir na retirada parcial ou total de um anel mais comumente do caule, porém também pode

ser retirado de galhos. Uma pequena incisdo é feita em torno da circunferéncia na base da
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arvore, em uma profundidade suficiente que ndo danifique o lenho, e apos isso sdo observadas
ou ndo as emissdes de brotacdes (ALFENAS et al., 2004).

A emissdo de brotacGes provenientes do anelamento ocorre porque a técnica
provoca um aumento na concentracao de substancias promotoras de brotacdes, auxina acima
da regido anelada, e citocinina abaixo. Dessa forma a menor concentracdo de auxina na regido
inferior, que tem seu transporte interrompido por conta da retirada do floema, afeta o balanco
auxina/citocinina, o que é favoravel a emissdo de brotos (SANTIN, et al., 2008). As auxinas
estdo envolvidas nos processos de alongamento celular, fototropismos, iniciagdo radicular,
embriogénese, entre outros. Enquanto as citocininas estimulam processos metabdlicos,
fisioldgicos e bioquimicos referentes a regulacdo do crescimento, desenvolvimento de gemas,
brotacdes, e reguladores da expressdo dos genes (CATO, 2006).

Entretanto a eficiéncia da tecnica de anelamento é influenciado por varios fatores,
dentre eles deve ser considerado espécie/gendtipo, época do ano em que foi realizado o
anelamento, condicGes ambientais e fisiologicas da planta, bem como a intensidade da técnica
realizada (XAVIER et al., 2021).

Outra técnica capaz de induzir brotacfes epicormicas é a poda dos galhos, que
consiste na retirada de galhos ou ramos e na sua disposicao, em local com condi¢gdes ambientais
adequadas para que ocorra a emissdao de brotacdo (MENEGUZZI, 2017). As brotacOes
produzidas pelas podas dos ramos possuem habitos classificados como ortotrépicos,
plagiotrépicos e sem definicdo, essa classificacdo se refere ao habito de crescimento do broto,
e corresponde a brotos com crescimento vertical (normal-ortotropico), crescimento obliquo ou
horizontal (anormal — plagiotropico) e ainda aqueles sem definicdo onde ndo é possivel
distinguir o habito de crescimento (WENDLING et al., 2009). As brotacdes epicormicas que
forem induzidas a partir dos galhos podados serdo utilizadas como explante para a introducédo
in vitro (OLVIEIRA et al., 2013).

Na técnica de galhos podados deve-se observar a sua posicdo no tronco, preferindo
obter galhos da base para o topo, observando a idade ontogenética da arvore, uma vez que estes
podem estar fisiologicamente maduros o que compromete o enraizamento adventicio da
brotacdo a ser emitida (ALMEIDA et al., 2007).

2.3. Propagacdo vegetativa
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Atualmente a propagacéo clonal de vegetais ja € amplamente utilizada e conhecida
como um metodo viavel quando se deseja estabelecer plantios clonais. O género Eucalyptus
vem sendo amplamente estudado no que diz respeito a sua propaga¢do vegetativa, porém a
expansdo dessas técnicas para as especies nativas tem sido limitada, principalmente no que diz
respeito aos métodos eficientes de rejuvenescimento dos tecidos de material adulto e das

técnicas de manejo adequadas no ambiente de propagacao (DIAS et al., 2015).

Tendo em vista a importancia econdmica do parica, e seu crescente uso em plantios
comerciais, torna-se importante novos conhecimentos acerca das variadas técnicas de
propagacdo dos individuos, bem como a manutencdo e evolucdo das técnicas que ja estdo em
uso.

A propagacdo do parica por via seminal embora eficiente, atinge até 94 % de
germinacdo em sementes escarificadas (SHIMIZU et al., 2011), ndo permite a total manutengéo
das caracteristicas originais da planta mée, acarretando a heterogeneidade dos individuos,
tornando-se um empecilho para o estabelecimento de plantios comerciais que prezam pela
homogeneidade dos individuos. Além disso, a especie possui elevada taxa de fecundacéo
cruzada tendo como resultado grande variabilidade genetica de materiais genéticos
desconhecidos (FERREIRA et al., 2004; FERRARI et al., 2008), podem ser citados como
fatores limitantes para a reproducdo da espécie por via seminal, e justificar a necessidade da
utilizacdo de técnicas de propagacao clonal (SOUZA et al., 2015).

Visando subsidiar programas de melhoramento genético e solucionar os problemas
referentes a plantios heterogéneos, bem como viabilizar o uso de materiais genéticos mais
produtivos e/ou resistentes a pragas e doencas, a producdo de mudas via propagacao vegetativa
se torna essencial, ja que tem capacidade de multiplicar individuos superiores, que possuam
caracteristicas desejaveis capazes de agregar valor e melhorar a qualidade dos plantios de parica
estabelecendo plantios homogéneos (CORDEIRO et al, 2006).

No estabelecimento de plantios florestais, € comum utilizar técnicas de estaquia
para obtencdo das mudas, porém utilizando a estaquia Dias et al (2015) e Souza (2015)
observaram que para 0 enraizamento estacas de parica necessitam de altas dosagem de AIB
(40.000 mg L), porém a aplicacdo de AIB influencia negativamente na taxa de sobrevivéncia
final das mudas. DIAS et al. (2015), afirma ainda que a espécie possui dificil enraizamento, e
relata a utilizacdo de altas dosagens de AIB se comparadas a doses utilizadas em outras espécies

florestais para a mesma finalidade de formacéo de raizes. Para contornar os entraves referentes
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ao enraizamento da espécie, a cultura de tecidos pode ser utilizada visando o rejuvenescimento
e revigoramento do material, de forma a aumentar a probabilidade de emitir raizes (Xavier et
al., 2021).

Além dos segmentos nodais, os embrides ou tecidos provenientes das sementes
podem ser utilizadas como explantes iniciais para a propagagéo (OLIVEIRA et al., 2013). Em
Schizolobium parahyba var. amazonicum eixos embrionarios foram utilizados apresentando
vantagens do ponto de vista experimental, entretanto, o embrido é resultado de uma
recombinacdo génica o que constitui um novo gendtipo, por isso, a obtencdo de explantes
iniciais para a propagacdo a partir de eixos embrionérios limita a clonagem de individuos
superiores ja estabelecidos em campo (REIS et al., 2009).

Alguns fatores influenciam o processo de propagagdo, como a aplicacdo de
reguladores de crescimento e o tipo de estaca ou explante utilizado, tendo influéncia sobre a
inducdo de raizes das plantas. Isso se deve ao fato da variacéo fisioldgica ao longo do ramo
(DIAS et al., 2015). Nos métodos de propagacdo oriundos da cultura de tecidos, tanto a
composicao e concentracdo dos reguladores de crescimento utilizados no meio de cultura séo
fatores determinantes no desenvolvimento do material vegetal, para o sistema de cultivo in vitro
as classes de fitorreguladores mais utilizadas sdo as auxinas e citocininas (LIMA, et al., 2007).

Mesmo em espécies que ndo possuem maiores problemas para propagacao por via
seminal se faz necessario estabelecer protocolos de germinacgdo in vitro, tanto para fins de
conservacdo, quanto para sua domesticacdo e utilizacdo em programas de melhoramento. A
cultura de tecidos vegetais € uma alternativa para a producéo de plantas elite em grande escala,
livres de doencas e em curto intervalo de tempo e espaco, garantindo que as condicdes
ambientais sejam fornecidas em laboratorio através do controle de luz, temperatura e umidade
(MONFORTE et al. 2015; SILVA 2012). As técnicas de cultura de tecidos para as espécies
florestais viabilizam a producdo de individuos em um curto periodo de tempo, garantindo a
obtencdo de uma grande quantidade de individuos a partir de um Unico material (XAVIER,
2007).

2.3.1. Micropropagacéo

A técnica de micropropagacao pode ser definida como a propagacao vegetativa in

vitro, que consiste na producao de plantas a partir de 6rgéos tecidos ou células, cultivados em
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condigdes assépticas e in vitro em meio de cultura adequado, com todos os elementos essenciais
para o desenvolvimento da planta e com rigoroso controle das condicdes ambientais (BOREM,
2003; THORPE, 2007). E uma técnica que permite a partir de uma célula, tecido ou 6rgéo a
obtencdo de varios individuos geneticamente idénticos, em espécies que apresentam
dificuldades de propagacdo por outros métodos em qualquer época do ano, em tempo e espago
fisico reduzido e com maior controle sobre a sanidade do material propagado (XAVIER, et al.,
2013; RIBEIRO, 2017).

A micropropagacdo vem sendo utilizada e estudada no setor florestal em plantas de
grande valor agregado e com demanda no mercado pois permite o rejuvenescimento do tecido
vegetal, reduz as variagBes genéticas em relacdo ao explante, é utilizada na formacéo de bancos
de germoplasma, producdo de sementes sintéticas, micro enxertia e polinizacdo in vitro, e
producéo de plantas livres de doengas (CANCADO, 2009; HARTMANN et al., 2011; XAVIER
et al., 2013). Dentre as vantagens da micropropagacao na area florestal esta a possibilidade de
propagar arvores selecionadas em todas as idades, constituindo-se de uma alternativa em
relacdo aos outros métodos de propagacdo (BOREM, 2003).

Os estadios de desenvolvimento da técnica de propagacdo in vitro sdo constituidos
de fases que incluem a selecdo do explante; obtencdo de culturas livres de contaminantes;
multiplicacdo dos propagulos obtidos; enraizamento e aclimatizacdo na condicdo ex vitro de
plantas obtidas in vitro (XAVIER et. al., 2021). Alguns fatores influenciam nessas etapas e
exigem adequacdo da metodologia de maneira particular visando atender as necessidades
fisiologicas de cada espécie, sdo eles: tipo de explante, meio de cultura utilizado, reguladores
de crescimento, condicBes de incubacdo, condigdes fitossanitarias do ambiente e materiais
utilizados, entre outros (KOMALAVALLI e RAO, 2000).

De acordo com XAVIER et al., (2021) a micropropagacdo pode ser entendida a
partir das seguintes fases:

Fase 0 — De acordo com a estratégia adotada para o sucesso da micropropagacao a
fase 0 pode ser incluida e se, refere ao tratamento dado a planta matriz para fornecimento do
explante.

Fase | — Selecdo dos explantes, desinfestacdo e estabelecimento da cultura nas
condicdes in vitro. Fase mais critica para a maioria das espécies lenhosas, principalmente na
obtencdo de material adulto, em razdo da dificuldade da resposta dos propagulos vegetativos a

propagacao e altas taxas de contaminacao.
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Fase Il — Multiplicacdo dos propéagulos mediante sucessivas subculturas em meio
de cultura adequado a propagacédo. Para algumas espécies florestais pode haver a necessidade
de uma fase adicional, a fase de alongamento das gemas multiplicadas, a fim de se obter gemas
alongadas o suficiente para obtencdo de respostas no enraizamento.

Fase Il — Enraizamento dos propagulos vegetativos obtidos no estadio anterior.
Esta fase depende de fatores inerentes a fase anterior, como tipo e tamanho das gemas
cultivadas. Nesta fase sera realizado a inducdo de raizes adventicias nas gemas alongadas na
fase de multiplicacdo/alongamento.

Fase IV — Aclimatizacéo das plantas obtidas na condi¢édo in vitro para condigdo ex
vitro. Esta fase é considerada uma fase critica, pois individuos enraizados na fase anterior sob
uma situacdo de reduzido fluxo transpiratério, em funcéo da baixa intensidade de luz e elevada
umidade relativa diretamente para um ambiente de rustificacdo onde serd demandado um
incremento na taxa de transpiracdo, ficando susceptivel ao estresse hidrico.

Algumas dessas fases podem ser prolongadas e/ou uma fase pode ser adicionada,
de acordo com as particularidades de cada espécie e dos objetivos a serem alcancados com a
micropropagacdo (XAVIER et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

O experimento de inducdo de brotacBes foi instalado em um plantio de parica
(Schizolobium parahyba var. amazonicum) que possui aproximadamente 2,3 hectares e
localiza-se no campo experimental da Embrapa Agrossilvipastoril, no municipio de Sinop —
MT. A érea possui solo classificado como Latossolo Vermelho Amarelo distrofico de textura
média. Segundo a classificacdo de Kdppen-Geiger, o clima da regido é do tipo Aw, ou seja,
clima tropical com inverno seco. A precipitacdo acumulada anual € de 2730,4 mm, com
temperatura média anual de 25,9 °C (LULU e ZOLIN, 2020).

Para implementacéo do plantio, progénies de meios-irmaos de 58 matrizes de parica
foram plantadas em 2017, em um delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro
repeticdes e cinco plantas por parcela. As sementes que constituiram o plantio foram coletadas
nos estados do Mato Grosso, Ronddnia, Acre, Tocantes e Para. Apos a obtencao das sementes,
foram produzidas as mudas no viveiro da Embrapa Agrossilvipastoril. O transplantio das mudas
para 0 campo ocorreu aos 120 dias apds a germinacgéo, no ano de 2017, em espacamento de 4 X
4 m. A primeira adubacdo foi realizada ainda no plantio das mudas utilizando fertilizante com
10g por planta de FTE e 509 por planta de NPK (8-28-16), a segunda aplicacao aos 90 dias pés
plantio, consistiu em 30 g de Ureia, 60g de KCL, 125 g de Super Simples, 50g de FTE BR 08
por planta, sendo distribuidas em duas covetas, cerca de 20 a 30 cm da planta e 10 a 20 cm de
profundidade. E aos seis meses ap0s a segunda aplicacéo, realizou adubacdo com 1509 de
Ureia, 300g de KCL, 125g de Super Simples, 25g de Borogran, por planta, no inicio do periodo
chuvoso. O controle de formigas foi realizado com uso de iscas especificas, além de tratos

culturais (rocagem) para controle plantas daninhas.

3.2. Resgate vegetativo de Schizolobium parahyba var. amazonicum por meio do

semianelamento basal do caule.

A técnica de semianelamento foi aplicada em arvores de Schizolobium parahyba
var. amazonicum no més de outubro de 2020, e nos meses seguintes até fevereiro de 2021 foram
realizadas as avaliagdes.

O experimento de resgate por meio do semianelamento consistiu na utilizacdo de
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progénies de quatro matrizes de parica que foram identificadas pelas letras (A, B, C e D), por
se tratar de um teste de progénie da Embrapa Agrossilvipastoril e serem informacdes restritas.
De cada matriz foram utilizadas 12 progénies (3 blocos, 4 plantas/bloco) para realizar o resgate
vegetativo. No campo, as arvores com altura e didmetro conhecidos foram selecionadas para a
instalacdo do experimento. A escolha das &rvores baseou-se pela disponibilidade de individuos
no local, dando preferéncia para individuos aparentemente sadios. Apés a sele¢do as arvores
foram marcadas com uma fita para posterior procedimento de semianelamento.

O semianelamento foi feito por meio do seccionamento de duas linhas transversais
no tronco de cada arvore, com auxilio de um facéo (Figura 1 A), cortando somente a espessura
da casca. A técnica consistiu na retirada de um meio anel de 20 cm de largura em torno do
tronco e comprimento que correspondia a aproximadamente a metade do CAP de cada
individuo (Figura 1 B), a uma altura de 50 cm do solo. As variaveis estudadas foram o nimero
médio de brotos (NB) e o comprimento médio dos brotos (CB), com avalia¢des realizadas aos
45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias apds aplicacdo do semianelamento. O experimento foi realizado
em delineamento em blocos casualizados com fatorial 4x4 (quatro familias: A, B, Ce D, e
quatro concentragBes de BAP - 0; 500; 1000 e 2000 mg L) com 3 blocos e 4 plantas por bloco.

Figura 1 — (A) Aplicacdo da técnica de semianelamento no caule de progénies de Schizolobium
parahyba var. amazonicum com o auxilio de um facdo. (B) Semianelamento a 50 cm acima do
solo em progénies de Schizolobium parahyba var. amazonicum.

Fonte: r()pri autora, 2020.
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3.3. Resgate vegetativo de Schizolobium parahyba var. amazonicum por meio do

semianelamento superior do caule

A técnica de semianelamento foi realizada em arvores de Schizolobium parahyba
var. amazonicum no més de outubro de 2020 e nos meses seguintes até fevereiro de 2021 foram
realizadas as avaliagoes.

O experimento de resgate por meio do semianelamento consistiu na utilizagéo de
progénies de quatro matrizes de parica que foram identificadas pelas letras (A, B, C e D), por
se tratar de um teste de progénie da Embrapa Agrossilvipastoril e serem informacoes restritas.
De cada matriz foram utilizadas 12 progénies (3 blocos, 4 plantas/bloco) para realizar o resgate
vegetativo. No campo, as arvores com altura e didmetro conhecidos foram selecionadas para a
instalagdo do experimento. A escolha das arvores baseou-se pela disponibilidade de individuos
no local, dando preferéncia para individuos aparentemente sadios. Apés a selecéo as arvores
foram marcadas com uma fita para posterior procedimento de semianelamento

O semianelamento superior do caule foi realizado por meio do seccionamento de
duas linhas transversais no tronco de cada progénie, com auxilio de um facdo cortando somente
a espessura da casca. A técnica consistiu na retirada de um meio anel de 20 cm de largura em
torno do tronco e comprimento que correspondia a aproximadamente a metade do CAP de cada
individuo, a 40 cm da formacdo da copa. Todo procedimento foi realizado com auxilio de
material de escalada e instrucdo de profissionais habilitados (Figura 2A e B). As variaveis
estudadas foram o nimero médio de brotos (NB) e o comprimento medio dos brotos (CB), com
avaliacOes realizadas aos 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias apds aplicacdo do semianelamento. O
experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados de fatorial 4x4 (quatro
familias: A, B, C e D, e quatro concentracdes de BAP - 0; 500; 1000 e 2000 mg L-1) com 3

blocos e 4 plantas por bloco.
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Figura 2 — (A) Preparacdo do material de seguranca de escalada para realizacdo de
semianelamento superior em progénies de Schizolobium parahyba var. amazonicum. (B)
Procedimento de semianelamento superior de progénies de Schizolobium parahyba var.
amazonicum a 40 cm da formacédo da copa com auxilio de escada, equipamentos de escalada e
facéo.

Fonte: propria autora, 2020.

3.3.1. Aplicacéo de reguladores de crescimento

Para estimular a inducdo das brotacGes para ambas as técnicas (semianelamento
basal e superior do caule) foi aplicado em cada progénie o regulador de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP), nas doses de 0, 500, 1000 e 2000 mg L™ na sua forma liquida. Para
a concentracdo 0 mg L ndo houve a aplicacdo da citocinina. O preparo da solucdo da
citocinina, consistiu na dissolucdo do BAP em pd em solucdo basica de hidroxido de sodio
(NaOH) 0,5 mol L, e apds o mesmo foi diluido em agua destilada para completar o volume
final desejado. As aplicagdes ocorreram com auxilio de um pincel diretamente na regido anelada

(Figura 3A e B) e foram realizadas a cada sete dias por um periodo de 120 dias.
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Figura 3 — (A) BAP utilizado na regido do semianelamento em progénies Schizolobium
parahyba var. amazonicum em um plantio localizado em Sinop - MT. (B) Aplicagéo de BAP
na regido do semianelamento com auxilio de um pincel em progénies de Schizolobium
parahyba var. amazonicum localizadas em um plantio em Sinop-MT, em outubro de 2020.

Fonte: prépria autora, 2020.

3.4. Estabelecimento in vitro de brotacGes obtidas por meio de semianelamento basal do caule

de Schizolobium parahyba var. amazonicum

Para o estabelecimento in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum foram
utilizadas as brotacdes provenientes do resgate vegetativo de brotacbes basais das progénies
semianeladas de parica. A coleta de brotacdes foi feita nas primeiras horas da manhd com
auxilio de uma tesoura de poda. Em seguida, as brotacdes foram acondicionadas em caixas
térmicas contendo agua para evitar a perda de turgescéncia e o estresse hidrico, sendo
posteriormente transportadas até o laboratério da Embrapa Agrossilvipastoril, onde passaram
por lavagem superficial e imersdo em &gua corrente por 15 minutos. As brotacdes que antes
possuiam aproximadamente 20 cm foram segmentadas em tamanhos menores (x10 cm) e
levadas a cdmara de fluxo laminar, onde ocorreu a desinfestacdo dos explantes.

Os explantes foram imersos por 60 segundos em uma solugéo de etanol 70 % (v/v).
Posteriormente, foram imersos em uma solugéo de hipoclorito de sédio 2,5 % (v/v) com adicéo
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do detergente Tween 20, sendo utilizado quatro gotas a cada 100 ml de hipoclorito de sédio e
permanecendo sob agitacdo por 0, 5, 10 e 15 minutos. A seguir realizou-se o enxague do
material em seis ciclos com agua destilada e autoclavada. Todo o procedimento de
estabelecimento foi realizado em camara de fluxo laminar previamente esterilizada com élcool
70 % e luz UV por 20 minutos.

Apods a desinfestacdo, os explantes foram introduzidos em um tubo de ensaio
contendo 0 meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 0,1 g L™ de mio-inositol e 7 g L™ de agar (Tabela 1) e de dois aditivos antioxidantes
(CA - carvéo ativado, 800 mg. L, e PVP - polivinilpirrolidona, 1000 mg. L™?). O pH do meio

foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a 120 °C e 1 atm por 20 minutos.

Tabela 1: Composi¢do do meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) e WPM (Lloyd e
McCown, 1981).

Composto Férmula Quimica Concentracgio (mg LY

MS WPM
Macronutrientes
Nitrato de Aménio NHaNOs3 1.650,0 400,0
Nitrato de Potassio KNO3 1.900,0 -
Cloreto de Calcio CaCl2.2H20 440,0 96,0
Sulfato de Potassio K2S04 - 990,0
Nitrato de Célcio Ca(N03)2.4H20 - 556,0
Fosfato de Potassio KH2PO4 170,0 170,0
Sulfato de Magnésio MgS0a4.7H20 370,0 370,0
Micronutrientes
Acido Boérico HsBO3 6,2 6,2
Molibidato de Sédio NaMo0Oa4.2H20 0,25 0,25
Cloreto de Cobalto CoCl2.6H20 0,025 -
Sulfato de Manganés MnSQOa4.H20 16,9 22,3
Sulfato de Zinco ZnS04.7H20 8,6 8,6
Sulfato de Cobre CuS04.5H0 0,025 0,25
lodeto de Potassio KI 0,83 -
FeEDTA
Sédio EDTA Na:E.D.T.A. 37,2 37,2
Sulfato de Ferro Fe2(SOa)s 27,8 27,8
Vitaminas
AcidoNicotinico - 0,5 0,5
Piridoxina.HCL - 0,1 0,5
Tiamina.HCL - 0,1 1,0
Glicina - 2,0 2,0

Os tratamentos foram resultantes da combinacgdo de dois aditivos antioxidantes no

meio MS, CA (carvio ativado — 800 mg. L) e PVP (polivinilpirrolidona — 1000 mg. L) com
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os tempos de desinfestacéo (0, 5, 10 e 15 minutos). Foram utilizadas as seguintes denominagdes
para os tratamentos: T1 (PVP - 0); T2 (PVP -5); T3 (PVP - 10); T4 (PVP - 15); T5 (CA - 0);
T6 (CA-5); T7 (CA—-10); T8 (CA — 15). A unidade experimental foi composta por um tubo
de ensaio de dimensdes (25 x 150 mm) contendo 10 ml do meio nutritivo, e um explante por
tubo. O experimento foi acondicionado em sala de crescimento sob temperatura de 25 °C + 3
°C, fotoperiodo de 16 horas (ap6s periodo inicial de sete dias no escuro) e umidade relativa do
ar de aproximadamente 15 %.

As avaliacGes foram realizadas semanalmente: incidéncia de contaminacéo flngica
e bacteriana (CF), oxidacdo (OX) e taxa de sobrevivéncia dos explantes (TS), sendo realizada
de maneira visual. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 4 (dois antioxidantes: CA e PVP, e quatro tempos de desinfestacdo em
hipoclorito de sodio: 0, 5, 10 e 15 minutos), utilizando-se quatro repeticdes e 10 tubos por

repeticéo.

3.5. Multiplicacéo in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum a partir de segmentos

cotiledonares e apicais provenientes de sementes germinadas in vitro

Para o experimento de multiplicacdo foram utilizados segmentos apicais e
cotiledonares (epicotilo) com tamanho de 2 = 0,5 cm, previamente estabelecidos in vitro e
obtidos via germinacdo de sementes de parica. As sementes submetidas a germinacéo in vitro
passaram por processo de superacao de dorméncia pelo método da escarificacdo mecanica com
uso de esmeril elétrico (DAPONTE et al., 2014), por aproximadamente dois segundos na regido
oposta ao hilo.

Posteriormente as sementes foram submersas em uma solucdo de hipoclorito de
sodio 2,5% (v/v) sendo adicionado 4 a 5 gotas de Tween 20, para cada 100 mL de solucéo,
permanecendo sob agitacdo por alguns minutos. A seguir realizou-se o enxague do material
em 6 ciclos com &gua destilada e autoclavada apos isto as sementes foram inoculadas em potes
plasticos contendo o meio de cultura, MS (Murashige e Skoog, 1962) e WPM (Lloyd e
McCown, 1981), acrescidos de 30 g L™ de sacarose, 0,1 g L™ de mio-inositol e 7 g L™ de agar.

Os segmentos foram retirados das porc6es apicais e cotiledonares das plantulas e
inoculados em tubos de ensaio de dimensdes (25 x 150 mm), contendo 10 ml do meio WPM

(Lloyd e McCown, 1981), acrescidos de 30 g L™ de sacarose, 0,1 g L de mio-inositole 7 g L’
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! de agar. Ao meio de cultura foram adicionais dois tipos de citocinina: 6-benzilaminopurina
(BAP) e a cinetina (CIN). O pH do meio foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem a
120 °C e 1 atm por 20 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial (2 x 2 x 3 + 2) (dois segmentos: cotiledonar (COT) e apical (AP); dois tipos
de citocinina: 6-benzilaminopurina (BAP) e a cinetina (CIN) nas doses: 0,5; 1 e 2 mg. L),
além dos tratamentos controle, meio de cultura sem adicdo de citocinina (dose 0,0) para cada
segmento (cotiledonar e apical), utilizando-se quatro repeti¢cdes por tratamento, cada repeticdo
composta por oito tubos de ensaio e um segmento por tubo, onde foi considerada o valor da
média dos 8 tubos para cada repeticao.

Os tratamentos foram resultados da combinacéo dos dois tipos de citocinina BAP e
CIN e das doses (Tabela 2), recebendo as seguintes denominagdes: T1(controle - cotiledonar),
T2 (COT-CIN-0,5), T3 (COT - CIN—1,0), T4 (COT - CIN - 2,0), T5 (COT- BAP - 0,5), T6
(COT- BAP —1,0), T7 (COT- BAP - 2,0), T8 (controle - apical), T9 (AP - CIN - 0,5), T10 (AP
- CIN - 1,0), T11 (AP - CIN - 2,0), T12 (AP- BAP - 0,5), T13 (AP- BAP — 1,0), T14 (AP -
BAP - 2,0). A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio de dimensées (25x150

mm), contendo 10 ml de meio de cultura em cada tubo.

Tabela 2 — Tratamentos utilizados na multiplicacdo in vitro de Schizolobium parahyba var.
amazonicum a partir de segmentos cotiledonares e apicais provenientes de sementes germinada
in vitro

CIN (mg LY BAP (mg L)
Controle 0,5 1,0 20 05 10 2,0
Segmento
) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
cotiledonar
Segmento
) T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14
apical

O experimento foi acondicionado em sala de crescimento sob temperatura de 25°C
+ 3 °C, fotoperiodo de 16 de luz e 8 horas no escuro, e umidade relativa do ar de
aproximadamente 15 %. Ap6s um periodo de 25 dias foram avaliados o nimero de brotacéo
por explante (NBE), comprimento da maior brotacdo (CMB) e calculado a porcentagem de
brotagéo (PB).
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3.6.  Enraizamento in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum a partir de explantes

obtidos da multiplicacéo in vitro

Para o experimento de enraizamento foram utilizados explantes obtidos da fase de
multiplicacdo in vitro com tamanho de aproximadamente 2 + 0,5 cm.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio de dimensfes (25x150 mm),
contendo 10 ml do meio WPM (Lloyd e McCown, 1981), acrescidos de 30 g L™ de sacarose,
0,1 g L™ de mio-inositol e 7 g L™ de 4gar. Ao meio de cultura foram adicionais dois tipos de
auxinas: acido indolbutirico (AIB) e &cido naftalenoacético (ANA). O pH do meio foi ajustado
para 5,8+0,1 antes da autoclavagem a 120 °C e 1 atm por 20 minutos.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 4 (dois tipos de auxina: acido indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético
(ANA) e quatro doses: 0; 0,5; 1,5 e 3 mg. L), utilizando-se quatro repeticdes por tratamento,
cada repeticdo composta por oito tubos de ensaio e um explante por tubo. Os tratamentos foram
resultados da combinacdo dos dois tipos de auxina AIB e ANA e das doses, recebendo as
seguintes denominagdes: T1 (AIB — 0,0 mg. L), T2 (ANA - 0,0 mg. L), T3 (AIB - 0,5 mg.
L), T4 (AIB - 1,5mg. L), T5 (AIB - 3,0 mg. L), T6 (ANA - 0,5 mg. L), T7 (ANA-1,5
mg. L), T8 (ANA — 3,0) mg. L. A unidade experimental foi composta por um tubo de ensaio
de dimens@es (25 x 150 mm), contendo 10 ml de meio de cultura em cada tubo. Apés um
periodo de 60 dias foram avaliados o percentual de enraizamento (PE), nimero total de raizes

(NTR) e comprimento médio das raizes (CMR).

3.7. Andlise de dados

Para todas as andlises dos dados obtidos utilizou-se o software estatistico R-4.0.5
(2021), com auxilio do pacote ExpDes (Experimental Designs) versdo 1.2.2 (Ferreira et al.
2021). Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk (p < 0,05) e
homogeneidade de Bartlett (p < 0,05). Em seguida foi realizada a analise de variancia ANOVA
(p < 0,01 e p<0,05) e as médias comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05) além disso, analises
descritivas foram realizadas utilizando média e desvio padrdo, quando necessario. Em relacao
ao item “3.5 Multiplicacdo in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum a partir de
segmentos cotiledonares e apicais provenientes de sementes germinadas in vitro”, realizou-se

também o teste de Dunnet, afim de comparar as médias dos tratamentos e o controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resgate vegetativo de Schizolobium parahyba var. amazonicum por meio de

semianelamento basal do caule

O numero médio de brotos por arvore anelada (NB) e o comprimento médio dos
brotos (CB) néo apresentaram interagdo significativa entre as progénies avaliadas e as doses de
BAP testadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Resumo da Anélise de variancia das variaveis nimero médio de brotos (NB) e
comprimento médio dos brotos (CB) de progénies de Schizolobium parahyba var. amazonicum
submetidas a técnica de semianelamento do caule.

FV GL QM
NB CB
Bloco 2 0.49" 1.29™
Progénie (P) 3 1.29™ 2.09 ™
Dose (D) 3 1.19 ™ 0.98™
(D) x (P) 9 0.82" 1.59"
Residuo 30

Em que: ™ valor de F néo significativo; *valor de F significativo a 5 % de probabilidade de erro; FV=fonte de variagéo; GL=
grau de liberdade.

Os resultados demonstram que as variaveis NB e CB ndo estdo relacionados com
as progénies testadas nem com as dosagens de BAP aplicadas, ou seja, a emissao de brotacoes
para 0 paricd independe das progénies e das doses de BAP testadas neste estudo. Estes
resultados podem ser influenciados por varios fatores que atuam na capacidade de uma espécie
possuir botdes axilares capazes de crescer até formar um ramo, tais como hormdnios vegetais,
fatores ambientais, ou até mesmo possuir niveis mais profundos de inatividade, que sdo mais
dificeis de serem superados (DOMAGALSKA & LEYSER, 2011), a técnica empregada e a
intensidade de sua aplicacdo também exerce influéncia na obtencdo de brotactes, em virtude
do gradiente de maturacdo que existe da base ao apice dos individuos (XAVIER et al., 2021).

Para a variavel NB os valores médios variam de (0,0 a 1,0) (Figura 4) por arvore
anelada. Para a variavel comprimento médio dos brotos, os valores variaram de 0,0 a 71,3 cm
(Figura 5).

Figura 4 - Numero médio de brotos por familia (A, B, C e D) de Schizolobium parahyba var.
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amazonicum submetidas ao semianelamento com quatro doses de BAP (0; 500; 1000 e 2000
mg L 1) em um teste de progénie, localizado na Embrapa Agrossilvipastoril, em SINOP — MT.
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Figura 5 — Comprimento médio dos brotos por familia (A, B, C e D) de Schizolobium parahyba
var. amazonicum submetidas ao semianelamento com quatro doses de BAP (0; 500; 1000 e
2000 mg L 1) em um teste de progénie, localizado na Embrapa Agrossilvipastoril, em SINOP
— MT.
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Os dados deste estudo corroboram com os valores encontrados por outros autores
quando utilizam a mesma técnica de semianelamento que em sua maioria resulta em um namero
inferior de brotos emitidos se comparado ao anelamento completo, por exemplo. PEREIRA et
al. (2017), estudando métodos de resgate vegetativo em individuos de Sequoia sempervirens
(D. Don.) Endl. pertencente a familia Cupressaceae relataram valores médios de brotagcdes por

arvores de 14,5 utilizando a técnica de semianelamento e 12,9 para técnica de anelamento.
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PEREIRA et al. (2015) em seus estudos referentes a Toona ciliata var. australis (F. Muell.)
Bahadur, da familia Meliaceae, também encontraram valores semelhantes (0,0 a 1,3) para o
namero de brotos por arvore utilizando a técnica de semianelamento, e constataram que foi o
menor valor entre as técnicas avaliadas (anelamento, semianelamento e corte raso). JUNIOR et
al. (2021) utilizando o semianelamento como técnica de resgate para Cedrela fissilis (Vell.),
pertencente a familia Meliaceae ndo obteve emissdo de brotacBes em nenhum individuo
anelado. Ambos os autores comparam as técnicas anelamento completo e semianelamento.
NASCIMENTO et al., (2018), para a varidvel comprimento médio dos brotos, em llex
paraguariensis St. Hill, pertencente a familia Aquifoliaceae encontraram valores médios de 5,3
cm, menores do que aqueles encontrados neste estudo aos 120 dias de avaliacdo. Enquanto neste

estudo, o valor de 71,3 cm foi alcangado aos 120 dias de avaliagédo (Figura 6).

Figura 6 — Brotacdes em progénies de Schizolobium parahyba var. amazonicum submetidas ao
semianelamento em um teste de progénie, localizado na Embrapa Agrossilvipastoril, em Sinop
— MT.

Fonte: prépria autora, 2020.

De acordo com KRATZ et al. (2016), a ineficiéncia da técnica de semianelamento
para a obtencdo de um maior niamero de brotacbes se comparado a outras técnicas, pode estar
relacionada a dominancia apical dos vegetais, uma vez que a perda de dominancia apical parece
ndo ocorrer de maneira efetiva no semianelamento se comparada a outras técnicas, como a
decepa, onde had uma redugdo no acUimulo de agucares na regido anelada que contribui

efetivamente para a emissao de brotagdes.
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O acumulo de agucares é importante quando se deseja induzir brotagdes, uma vez
que a dominancia apical ¢ mantida pela grande demanda de acucar no &pice das plantas,
limitando assim a quantidade de acUcar disponivel para as gemas axilares; quando ha perda de
dominancia apical, os agUcares se acumulam nas gemas axilares, favorecendo a emissdo de
brotacdes (MASON et al. 2014). Alguns estudos trazem evidéncias de que o surgimento de
brotacgdes laterais provenientes de gemas axilares dormentes pode ter influéncia da mobilizagé&o
de acucares associados aos horménios que servem como marcadores do processo (MASON et
al., 2014; ENDE, 2014).

Porém, apesar da técnica utilizada apresentar valores inferiores se comparadas a
outras técnicas, ela ainda foi capaz de induzir brotages mesmo que em pequena quantidade
para a producdo de propagulos. Fisiologicamente, a emissédo de brotagdes relaciona-se com as
alteracdes nos niveis hormonais por meio de uma serie de horménios que incluem auxina,
citocinina e estrigolactonas em arvores que a técnica proporciona (SANTIN et al. 2008; DUN
etal., 2012).

Alteracdes como estas citadas acima, dizem respeito aos niveis de hormdnios que
cada individuo/espécie possui de acordo com seu genotipo. A auxina € biossintetizada
principalmente na parte aérea, enquanto a citocinina nas raizes, quando submetidas a injurias
no caule, como é o caso do semianelamento, as arvores perdem total ou parcialmente a
dominancia apical, que proporciona uma alta relagéo citocinina/auxina, que favorece a emissao
de brotactes (TAIZ e ZEIGER, 2017; HARTMANN et al., 2011).

Outro fator que pode ter contribuido para a emissdo de brotacGes é o estresse
provocado pelo semianelamento, causando disturbios funcionais nas arvores, que brotam como
estratégia de sobrevivéncia (MENEGUZZI, 2017).

Na primeira avaliacdo realizada (més de novembro de 2020), apds as familias serem
submetidas a técnica de semianelamento foi constatada a maior emissdo de brotacdes se
comparada com o restante das avaliacdes. A maioria dos individuos ja apresentaram brotacoes
neste periodo que coincidiu com a retomada das chuvas na regido. Ja em novembro a chuva
acumulada no primeiro decéndio foi a maior dos ultimos 5 anos para o mesmo periodo, (LULU
& ZOLIN, 2020) podendo essa variavel ambiental ter contribuido para o maior nimero de
emissao de brotacdes apenas neste periodo.

RAVEN (2014), afirma que durante o periodo de retomada das chuvas ha o estimulo

da emissdo de brotacOes, onde as células cambiais absorvem &gua, e comecam a se dividir
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periclinalmente, essa reativacdo cambial € desencadeada pelo desenvolvimento das gemas e a
retomada do seu crescimento. Além disso este periodo, diversos horménios vegetais, incluindo
auxina e citocinina, sdo destinados a regulacdo e manutencéo das atividades cambiais.

Além do transporte de agua, o xilema é responsavel pelo transporte de citocininas,
que favorece a emissdo das brotagOes, este movimento ocorre da raiz em diregdo aos brotos,
porém o sucesso dessa pressdo radicular € maior quando as plantas estdo bem hidratadas e sob
condicdes de alta umidade relativa do ar (RAVEN, 2014; MENDES et al., 2015).

Apesar das brotacdes apresentarem comprimento de até 71 cm aproximadamente,
para uma das progénies testadas, observou que ha uma distancia consideravel entre uma gema
e outra no mesmo broto, o que € uma caracteristica intrinseca a espécie é prejudicial, uma vez
que reduz o nimero de explantes disponiveis para posterior estabelecimento in vitro, assim
como reportado por MENEGUZZI (2017), em seu estudo referente ao resgate de Persea
willdenovii Kosterm. da familia Lauraceae. Tal fato compromete 0s processos de
estabelecimento in vitro de espécies florestais via gemas axilares, pois hd um niimero reduzido
de gemas para iniciar o processo de micropropagacao.

Apesar da técnica testada ndo favorecer um elevado numero de brotacbes é
interessante aperfeicoamentos para que seja possivel garantir o sucesso do seu uso,
considerando que a técnica permite manter o individuo vivo, o que beneficia situacbes em que
ndo é possivel perder a arvore matriz, como 0 caso em questdo, que se trata de um teste de

progénie.

4.2. Resgate vegetativo de Schizolobium parahyba var. amazonicum por meio de

semianelamento superior do caule

A técnica de semianelamento superior do caule ndo garantiu a emissdo de brotacdes
para nenhuma progénie em nenhuma das doses testadas. Porém, em um individuo onde ocorreu
a quebra da copa por conta de fortes ventos, ocorreu a emissao de varias brotacdes (Figura 7).

SANTIN et al. (2008), afirmam que a remoc¢do da copa das arvores reduz a
dominancia apical e consequentemente o fluxo de auxina. Tal efeito pode contribuir para o
Unico individuo a apresentar brotacdo ser o que sofreu a quebra da copa, outro fator que pode
contribuir para esta emissdo pos quebra é a idade do plantio, que possui aproximadamente 4,5

anos.
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Sugere-se que o0s individuos submetidos ao semianelamento superior ndo
apresentaram brotag@es pois a regido anelada (abaixo da primeira bifurcacéo) € uma regido onde
ha alta concentragdo de auxina, devido a biossintese que ocorre na regido, enquanto a
biossintese de citocinina ocorre na regido basal, sendo as citocininas 0 hormdnio mais
importante no estimulo das novas brotacdes (TAIZ & ZEIGER, 2017).

A emissdo de brotagbes no semianelamento na regido basal e a ndo emissdo de
brotagdes no semianelamento superior confirma a necessidade da diminuicdo da relagédo
auxina/citocinina para emissao de brotacdo, a menor concentragdo de auxina na regido abaixo
do anelamento ocasiona diminuicdo do balango da relacdo auxina/citocinina e pode ser
atribuido com fator contribuinte para emissao de brotacdes (SANTIN et al. 2008; STUEPP et
al. 2015).

Figura 7 — Brotagdo em progénie de Schizolobium parahyba var. amazonicum submetidas ao
semianelamento superior com perda de dominancia apical pela quebra da copa em um teste de
progénie, localizado na Embrapa Agrossilvipastoril, em SINOP — MT, onde a seta vermelha
indica a regido da ruptura apos a quebra da copa e as setas brancas indicam as brotac6es na
regido inferior ao local da quebra da copa.

Fonte: proprio autor, 2020.
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4.3. Estabelecimento in vitro de brotacGes obtidas por meio de semianelamento basal do caule

de Schizolobium parahyba var. amazonicum

N&o foi constatada sobrevivéncia em nenhum dos explantes, onde 100 % dos
materiais foram contaminados, tornando-se uma barreira ao estabelecimento do explante em
meio de cultivo in vitro. Ou seja, ndo foi possivel utilizar os materiais para dar continuidade as
fases de multiplicacdo e posterior enraizamento. Foi verificada uma alta ocorréncia de
contaminacdo por bactérias e fungos logo apds a inoculagdo do explante.

A ocorréncia de altas taxas de contaminacdo podem ser atribuida ao material que
foi resgatado do campo, onde esta diretamente exposto a patogenos. Ha também a possibilidade
de o método de desinfestacdo utilizado néo ter sido eficaz na eliminagéo desses patdgenos.
Meneguzzi (2017), afirma que a dificuldade no estabelecimento de plantas lenhosas se da
principalmente pela contaminagéo e oxidagao.

O material vegetal, especialmente de espécies nativas quando retirado do campo
possui elevada concentracao de patdgenos, que passam a competir com os explantes inoculados
por nutrientes presentes no meio de cultura, afetando o material direta e indiretamente, tornando
a etapa de desinfestacdo mais dificil, reduzindo a capacidade de sobrevivéncia do explante
(SATO et al. 2001; BRONDANI et al. 2012).

MENEGUZZI (2007) em seu estudo com resgate vegetativo e estabelecimento in
vitro de Persea willdenovii Kosterm, também constatou altos indices de contaminacéo fangicas
e bacterianas, onde todo o material foi descartado, a autora também afirma que de maneira geral
baixas doses de agente desinfetante associadas aos curtos tempos de imersdo sdo capazes de
favorecer a sobrevivéncia de explantes, porém essas condicdes podem ndo ser capazes de
promover adequada desinfestacdo do material vegetal.

Resultados contrarios foram apresentados por MANTOVANI (2007) estudando
Bixa orellana, o autor afirma que o processo de desinfestacdo diminuiu de 100 % (controle)
para 18 % a contaminacdo fungica do material, entretanto a acdo do NaOCI néo foi efetiva na
eliminacdo ou controle de bactérias, isso porque o NaOCI é mais eficiente no controle fangico
e de bactérias encontradas na superficie dos tecidos, dificultando o controle de bactérias de
natureza endofitica.

De maneira geral o protocolo utilizado no estabelecimento in vitro ndo foi eficaz
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para o desenvolvimento dos explantes utilizados, comprometendo assim as proximas etapas da
micropropagacéao.

Assim, o ideal seria acrescentar a fase intermediaria (viveiro) onde os brotos podem
receber pré-tratamento com fungicidas, a fim de viabilizar o estabelecimento vegetal in vitro
para a espécie. Porém, vale destacar que alguns estudos relatam dificuldades no enraizamento
da espécie e uso de altas dosagens do fitorregulador AIB, como reportado por SOUZA, (2015)
e DIAS et al. (2015).

4.4. Multiplicagéo in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum a partir de segmentos

cotiledonares e apicais provenientes de sementes germinadas in vitro

Para ambos os segmentos testados (apicais e cotiledonares), com base nos
resultados obtidos, a analise de variancia revelou que para as variaveis nimero de brotacéo por
explante (NBE), comprimento da maior brotacdo (CMB) e porcentagem de brotacdo por
explante (PB), houve interacdo significativa entre os tratamentos e o controle, isso permite

inferir que os tratamentos influenciaram as variaveis analisadas (Tabela 4) e (Tabela 5).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia (ANOVA) referentes a nimero de brotacdo por
explante (NBE), comprimento da maior brotacdo (CMB), porcentagem de brotacdo por
explante (PB) de segmentos apicais de S. parahyba var. amazonicum obtidos a partir de
sementes germinadas in vitro.

Quadrados Médios

Fv GL NBE CMB PB

Dose (D) 2 0,02914* 0.00029 * 0.00838*
Citocinina (C) 1 0,00005* 0,00000 * 0,00005*
DxC 2 0,21443™ 0.09822 ™ 0.06725™
Test x Trat 1 0,00618* 0.00026* 0.00314*
Residuo 21

Média Geral 0,70 0,37 59,37
CV (%) 36,60 42,06 27,27

Em que: ™ valor de F ndo significativo; *valor de F significativo a 5 % de probabilidade de erro; FVV=fonte de variagio;
GL= grau de liberdade.
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Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia (ANOVA) referentes a nimero de brotagdo por
explante (NBE), comprimento da maior brotacdo (CMB), porcentagem de brotacdo por
explante (PB) de segmentos cotiledonares de S. parahyba var. amazonicum obtidos a partir de
sementes germinadas in vitro.

Quadrados Médios

FV GL NBE CMB PB
Dose (D) 2 0,06381™ 0,26749 ™ 0,74583"™
Citocinina (C) 1 0,07412 ™ 0,00557 * 0,14532 ™
DxC 2 0,49953 ™ 0,92323 ™ 0,44307 ™
Test x Trat 1 0,00000 * 0,00025 * 0,00028 *
Residuo 21
Média Geral 1,21 0,70 72,55
CV (%) 17,87 42,82 22,62

Em que: ™ valor de F ndo significativo; *valor de F significativo a 5 % de probabilidade de erro; FV=fonte de variagao;
GL= grau de liberdade.

Logo foi necessario o desdobramento das interagdes para melhor compreenséo dos

efeitos de cada tratamento em relacdo ao controle (Tabela 6).

Tabela 6 - NUmero de brotacéo por explante (NBE) e Comprimento da maior brotacdo (CB) da
cultura de segmentos cotiledonares e apicais de S. parahyba var. amazonicum obtidos de
sementes germinadas in vitro, avaliados apos 25 dias de cultura em meio WPM contendo
diferentes concentracdes de citocininas BAP e CIN.

Citocininas
BAP (mg L™ CIN (Mg L™
Tipo de

Variavel explante  controle 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0
NBE Cotiledonar 0,25 1,59 128 150 1,28* 1,15 1,43*
Apical 0,34 1,15~ 0,81 1,15~ 0,34 0,37 0,78

CMB Cotiledonar 0,09 0,83* 1,02 1,14 052 061 0,71*
Apical 0,05 0,66* 0,40 0,94* 0,09 0,09 0,30
PB Cotiledonar 40,62 93,75 81,25 81,25 71,87 71,87 81,25*
Apical 34,37 90,62* 625 875 3437 375 68,75*

As médias seguidas de * na mesma linha para cada tratamento se diferem estatisticamente do tratamento controle, pelo teste
de Dunnett em nivel de 5 % de probabilidade.

Em relacdo a varidvel NBE do segmento cotiledonar, todas as médias dos
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tratamentos foram superiores e diferiram-se estatisticamente do controle. Diferentemente do
que aconteceu com o segmento apical para a mesma variavel, onde apenas dois tratamentos se
diferiram estatisticamente do controle. Isso significa que o acréscimo de citocinina ao meio de
cultura influencia no nimero de brotacdes. Tal fato pode ser explicado pois algumas espécies
possuem niveis endégenos de citocinina que favorecem as brotacfes sem a necessidade de
aplicacdo exdgena desse regulador, 0 que parece ndo acontecer para o parica, neste estudo, pois
foi necessario a adicdo de citocinina para obter incremento das variaveis analisadas
(GUTIERREZ et al., 2013).

Na variavel CMB do segmento cotiledonar e apical todos os tratamentos com BAP,
independentemente da dose apresentaram médias superiores, diferindo estatisticamente do
controle, oposto do observado nos tratamentos com CIN, pois nem todos diferiram-se do
controle. As melhores respostas dos explantes a adicdo do BAP pode ser atribuida ao fato de
que esta citocinina é capaz de promover a quebra da dominéncia apical e da dorméncia das
gemas laterais culminando, assim, com a formacao de novos brotos (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Na variavel de PB todos os tratamentos com BAP do segmento cotiledonar,
promoveram um aumento nos valores das médias e diferiram-se estatisticamente do controle,
porém o mesmo comportamento ndo foi observado nos tratamentos com CIN.

Assim como observado no cotiledonar, no segmento apical também ocorreu um
acréscimo nos valores das médias com o uso de CIN, porém, nem todos os tratamentos
diferiram-se estatisticamente do controle.

Desta forma, fica evidente que para se obter melhores respostas é necessario que
haja adicdo de citocinina ao meio de cultura, principalmente a citocinina BAP. Pois, esta
citocinina proporcionou médias superiores para as variaveis estudadas, assim como reportado
por outros autores (COSTA et al., 2010; CAMPO et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2013;
CORDEIRO et al., 2004).

Comprovando que reguladores de crescimento devem ser adicionados ao meio de
cultura afim de estimular as taxas de multiplicacdo. Observando que ndo sé os reguladores
influenciam nesse processo, pois também estdo envolvidos, as doses, 0 gendtipo, condicBes
inerentes a planta matriz, concentra¢fes endogenas de horménios, dentre outros, que justifica a
necessidade de adequacéo nos protocolos para cada espécie (CAMPOS et al., 2013).

Independente do segmento os reguladores promoveram um aumento das médias

dos tratamentos em relagcdo ao controle, para todas as variaveis analisadas, uma vez que 0 uso
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de hormdnios exdgenos adicionados em meios de cultura para cultivo de explantes supre a sua
deficiéncia endogena, que podem estar isolados nas regides produtoras da planta matriz, dessa
forma é possivel induzir a desdiferenciagdo e auxiliar na formagéo de tecidos e 6rgdos vegetais
(NASCIMENTO 2009; FLORES et al. 2011).

Apobs a comparacgdo dos tratamentos para cada segmento, foi realizado um fatorial
triplo (2 x 2 x 3), utilizando dois segmentos (apical e cotiledonar); dois reguladores (BAP e
CIN); trés doses de reguladores (0,5 - 1,0 - 2,0 mg. L ) com base nos resultados obtidos a
analise de variancia (Tabela 7).

Foi observado que para as variaveis nimero de brotacdo por explante (NBE), e
porcentagem de brotacédo por explante (PB) houve apenas interacdo dupla entre os reguladores
e 0s segmentos, demonstrando a dependéncia destes dois fatores e uma independéncia do fator
dose, sendo entdo realizados desdobramentos das intera¢fes permitindo a melhor compreensao
dos efeitos entre estes fatores. Para a variavel comprimento da maior brotacdo (CMB), nao
houve efeito significativo para nenhuma das interacdes (tripla ou dupla), tendo apenas

significancia para os fatores isoladamente.

Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia (ANOVA) referentes a nimero de brotacdo por
explante (NBE), comprimento da maior brotacdo (CMB), porcentagem de brotacdo por
explante (PB) de segmentos apicais e cotiledonares de S. parahyba var. amazonicum obtidos
por meio de sementes germinadas in vitro

Quadrados Médios

FV GL
NBE CMB PB

Citocinina (C) 1 0,00* 0,00* 0,00*
Dose (D) 2 0,00* 0,01* 0,01*
Segmento (S) 1 0,00* 0,00* 0,00*
CxD 2 0,11 0,62™ 0,02*
CxS 1 0,01* 0,41 0,01*
DxS 2 0,51"™ 0,24™ 0,08™
CxDxS 2 0,81"™ 0,56 ™ 0,64 "™
Residuo 36
Média Geral 1,07 0,61 71,87
CV (%) 22% 42% 20%

Em que: ™ valor de F ndo significativo; *valor de F significativo a 5% de probabilidade de erro; FV=fonte de varia¢io;
GL= grau de liberdade.

Observa-se, de acordo com a (Tabela 8) o desdobramento da interagédo dupla
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(regulador x segmento), o nimero de brotagdes por explantes obtidos com a utilizacdo do
regulador BAP ndo diferiu estatisticamente da CIN, porém a utilizacdo do segmento cotiledonar
apresentou média superior ao segmento apical. A porcentagem de brotacdo também ndo
apresentou diferenga estatistica entre os dois reguladores utilizados, para o segmento
cotiledonar, nem entre os segmentos no utilizando o regulador BAP, porém para 0 segmento
apical a média foi superior e diferiu estatisticamente utilizando o regulador BAP, na
comparagao entre 0s segmentos, o cotiledonar foi superior quando associado ao regulador CIN.

Tabela 8 - NUmero de brotacdo por explante (NBE) e porcentagem de explante com brotacéo
(PB), de segmentos apicais e cotiledonares de S. parahyba var. amazonicum obtidos por meio
de sementes germinadas in vitro

Citocininas
BAP (mgL') CIN(mgL™
Variavel Tipo de explante
Cotiledonar 1,45aA 1,29A
NBE Apical 1,04aB 0,5bB
Cotiledonar 85,41aA 75,00aA
PB Apical 80,20aA 46,87bB

Letras mindsculas idénticas na mesma linha analisando o efeito de cada nivel de regulador dentro de segmento e letras maidsculas idénticas na
mesma coluna analisando o efeito de cada nivel de segmento para cada regulador ndo diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5%

Desta forma, sugere-se que o segmento cotiledonar ndo recebe influéncia dos
reguladores da mesma forma que o apical (Figura 8). Essa diferenca observada onde um
segmento recebe mais influéncia da adicdo de reguladores deve-se ao fato de que o
comportamento morfogénico de diferentes regides do explante resulta em diferentes
capacidades regenerativas e sustenta as investigacdes acerca de um gradiente morfogénico ao
longo dos explantes (MANTOVANI, 2007).
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Figura 8 — Multiplicagéo in vitro Schizolobium parahyba var. amazonicum — (A) segmento
apical obtido por meio de germinagéo in vitro de sementes de S. parahyba var. amazonicum,
submetidos a dose de 0,5 mg L "1 de BAP. (B) segmento apical obtido por meio de germinacio
in vitro de sementes de S. parahyba var. amazonicum, submetidos a dose de 0,5 mg L " de CIN.
A) segmento cotiledonar obtido por meio de germinacdo in vitro de sementes de S.
amazonicum, submetidos a dose de 0,5 mg L " de BAP.

A capacidade de multiplicacdo do segmento cotiledonar independente do regulador
utilizado, baseia-se nas respostas morfogénicas que ocorrem a partir do mesofilo localizado na
regido, sugerindo que o processo de regeneracdo tenha ocorrido a partir da reprogramacéo
celular, fato observado principal quando os explantes séo seccionados previamente ao processo
de inoculacdo (COSTA, 2019). Além disso segmentos cotiledonares sdo tecidos que apresentam
maior juvenilidade, visto que o cotilédone € uma estrutura embrionaria formado por meristema,
tecido capaz de multiplicar-se por diviséo celular e formar outros tecidos (FERRI et al. 1981;
XAVIER et al. 2003).

O segmento apical, entretanto, recebeu influéncia dos reguladores em ambas as
varidveis testadas, pois na maioria das vezes essa dependéncia de citocinina pode estar
relacionada ao fato de que segmentos apicais sdo fontes de auxina, que estdo relacionadas a
dominancia apical, portanto a citocinina sempre é necessaria para alterar o balango hormonal e
induzir maior proliferacdo de brotacbes (MONFORT et al. 2012). A dependéncia da citocinina
para a ocorréncia de multiplicacdo ocorre, pois, esses reguladores tém a funcdo primordial de

divisdo celular atuando na quebra da dominancia apical dos segmentos além de induzirem as
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brotacdes (PREECE, 1995).

Um fator que pode influenciar na diferenca das respostas a partir de cada segmento
é a biossintese de citocinina nos explantes apds a decapitacdo (retirada do meristema apical),
permitindo inferir que h& concentracdes diferentes dos tipos de explantes testados (apicais e
cotiledonares) tanto de auxinas quanto de citocininas (OLIVEIRA, 2017). Essas diferencas
endogenas de cada explante sugerem a necessidade de estudos futuros que busquem analisar o
conteido de auxinas e citocininas em cada tipo de explante, facilitando o entendimento de como
0 balango enddgeno atua na morfogénese in vitro da espécie estudada (S. parahyba var.
amazonicum). Para algumas espécies da familia Fabaceae o uso de segmento cotiledonar é
recomendado estabelecimento in vitro, considerado a alta capacidade de regeneracéo do tecido
(COSTA, 2019).

Para a variavel NBE, analisando o efeito de cada segmento dentre de cada nivel de
regulador, observa-se que para as citocininas utilizadas ndo houve diferenca estatistica entre os
segmentos. Onde o segmento cotiledonar apresentou media superior em relacdo ao apical.

Em relacdo a variavel PB utilizando o regulador BAP ndo houve diferenca
estatistica entre as médias dos dois segmentos, tal diferenca so foi observada em relacéo a CIN,
onde o segmento cotiledonar apresentou medias superiores (Figura 9).

A resposta dos explantes a adi¢éo de reguladores de crescimento no meio de cultura,
ocorrem, pois, 0s memos contribuem para a formacdo da zona meristematica e diferenciacéo
dos tecidos, porém, esta resposta se baseia na interacdo dos explantes com o meio de cultura e
as concentracoes destes reguladores (ARARUNA, 2015; MISHRA et al. 2019). Esta resposta
morfogénica dos explantes cultivados in vitro a citocinina adicionada ao meio de cultura se
baseia na sinalizacdo hormonal que ativa genes especificos envolvidos na alteracéo

morfoldgica, influenciando na divisdo celular (MISHRA et al. 2019).
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Figura 9. Multiplicag&o in vitro Schizolobium parahyba var. amazonicum utilizando segmentos
cotiledonares obtidos por meio de germinagdo in vitro de sementes de S. parahyba var.
amazonicum.

A variavel (PB) também apresentou interacdo entre os fatores (reguladores x dose), o
desdobramento dessa interacdo é apresentado na (tabela 9). Analisando o efeito dos reguladores
dentro dos niveis de cada dose, observa-se que as médias apresentam diferenca estatistica para
as doses 0,5 e 1,0, com superioridade do BAP, e para a dose 2,0 ndo houve diferenca estatistica.
Porém analisando o efeito da dose dentro dos niveis de reguladores, observa-se que para 0 BAP
a melhor dose utilizada foi a dose 0,5, apesar de ndo diferir estatisticamente da dose 2,0, e em
relacdo a CIN a maior média foi observada para a dose 2,0, com diferenca estatistica das demais

doses.

Tabela 9. Porcentagem de explante com brotacdo (PB), de segmentos apicais e cotiledonares
de S. parahyba var. amazonicum obtidos por meio de sementes germinadas in vitro

Concentracgdes (mg L)

0,5 1,0 2,0
BAP 92,19aA 71,88aB 84,38 aAB
CIN 53,12bB 54,69 bB 75,00 aA

Letras minGscula e idénticas na mesma linha analisando o efeito de cada reguladores dentro dos niveis de cada dose e letras maidsculas idénticas
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na mesma coluna analisando o efeito de cada dose em cada nivel do regulador ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5 % de

significancia pelo teste de Tukey.

Os resultados observados superiores para 0 BAP em relacdo a CIN, sdo justificados
pelo fato de que os vegetais possuem maior eficiéncia em metabolizam os reguladores de
crescimento naturais mais rapidamente que reguladores de crescimento sintéticos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Outra hipbtese que também sustenta o resultado é a de que o regulador BAP
estimula a maior formagdo de nimeros de brotos (LEITZKE et. al., 2010).

Os resultados podem ser considerados animadores em relagéo a utilizagéo do BAP,
pois se comparado a outros citocininas como a cinetina, apresenta-se Como um composto mais
ativo, encontrado facilmente e de custo razoavel, além disto, a cinetina, apresentam resultados
quando utilizados em conjunto com uma auxina, como exemplo, podendo onerar 0 processo
AlA (KRIKORIAN, 1991).

As baixas dosagens de citocinina exigidas pela espécie S. amazonicum para
alcancar o maior nimero de brotagcdes por explante pode estar associado aos altos teores
enddgenos do genotipo, neste caso, adicdo de citocinia ao meio de crescimento pode produzir
um efeito decrescente na taxa de multiplicacdo (RADMAN et al., 2009).

Em relacdo a variavel CMB, ndo foi obtido interacdo dupla entre nenhum dos
fatores testados, ocorrendo significancia apenas para cada efeito de maneira isolada (Tabela
10). Em relacéo ao regulador, houve diferenca significativa entre eles, onde o BAP apresentou
média superior. Apesar de autores afirmarem que a presenca do regulador BAP no meio de
cultura é prejudicial ao alongamento das brotacdes, neste estudo ela proporcionou médias
superiores ao comprimento médio das brotagdes, se comparada a CIN, assim como LEITZKE
et al., (2010), que encontrou inferioridade na capacidade de alongamento das brota¢cdes quando

usado o regulador CIN.

Tabela 10. Comprimento da maior brotacdo (CMB) de segmentos apicais e cotiledonares de S.

parahyba var. amazonicum obtidos por meio de sementes germinadas in vitro

Regulador Dose (mg L 1) Segmento
BAP CIN 0,5 1,0 2,0 COT AP
0,83a 0,39b 0,53b 0,53b  0,78a 0,8la 0,41b

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma linha néo diferem entre si para cada fator isoladamente pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.
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Em relacdo ao fator dose, conforme ocorreu 0 aumento da dose, aumentou-se 0o
valor da média. Gratapaglia e Machado (1999), afirmam que as citocininas estimulam o
crescimento das partes aéreas até determinada concentracdo, que varia de acordo com a espécie
estudada, e a partir disto, proporciona um efeito inibidor ao material. Em raz&o disto, seria
necessario a utilizacdo de doses superiores a que garantiu maior média da variavel, afim de
afirmar se 2,0 mg L™? ja seria uma dose inibitoria a espécie, bem como, se seria possivel obter
maior comprimento das brotagoes.

Em relagdo aos segmentos testados o observou-se diferencas estatisticas e médias
superiores para 0 segmento cotiledonar se comparado ao segmento apical, assim como
reportado por COSTA et al., 2010 utilizando segmento cotiledonar. OLIVEIRA (2017) em seu
estudo referente a C. fissilis, sugere que o comprimento das brotacdes pode estar associoado
aos niveis enddgenos de carboidratos nos segmentos cotiledonares se comparados aos apicais,
podendo influenciar uma interagdo entre 0 metabolismo bioquimico,carboidratos e horménios,
que sdo importantes para as respostas morfogéneticas da espécie, sugerindo também novos
estudos para entender como o metabolismo da espécie influencia no potencial morfogénico in

vitro.

4.5. Enraizamento in vitro de Schizolobium parahyba var. amazonicum a partir de explantes

obtidos da multiplicacdo in vitro

No presente estudo, ap6s 60 dias de inoculacdo mesmo com a adicdo de fonte
exogena de auxina, ndo foi observado a formacao de raizes (Figura 10), o que possivelmente
pode ser atribuido as doses utilizadas ou aos niveis endégenos de auxina no explante que nao

foram suficientes para inducdo de raizes, além de fatores genéticos inerentes a propria espeécie.
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Figura 10. Enraizamento in vitro Schizolobium parahyba var. amazonicum utilizando
segmentos obtidos da fase de multiplicacdo in vitro de S. parahyba var. amazonicum.

Espécies ou cultivares diferentes reagem de maneira distinta as diferentes
concentracdes de reguladores, pois 0s niveis enddgenos de auxina, condi¢des inerentes a planta
matriz, como a juvenilidade ou gendtipo, 0 meio nutritivo, a presenca de reguladores de
crescimento sao fatores que podem determinar o sucesso do enraizamento (SILVA, 2016).

De maneira geral, materiais genéticos provenientes de espécies lenhosas em idade
ontogenética mais avancada mesmo na presenca de auxinas, tendem a apresentar dificuldades
para o enraizamento adventicio (Mantovani et al. 2010). Esta dificuldade pode ser agravada, a
medida que ndo se utiliza material jovem, pois a competéncia de enraizamento tendo a ser
diminuida conforme a planta se aproxima da fase adulta (DECCETTI, 2000).

Existem espécies ou cultivares com pouca habilidade para o enraizamento
(ROCHA et al., 2008), ASSIS E TEIXEIRA (1998) destacam que ha evidencias de que a
formacdo de raizes é geneticamente controlada, uma vez que ha grande variacdo entre as
espécies, cultivares ou clones, que se referem a maior ou menor capacidade natural na
rizogénese. Assim como reportado por SOUZA (2015) e DIAS et al., (2015) que consideram a
espécie de dificil enraizamento, onde estacas enraizadas foram obtidas com doses superiores as

comumente utilizas 32.000 e 40.000, sugerindo assim aumento da concentracdo em estudos
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futuros referentes ao enraizamento.

A concentracdo de sais minerais presentes no meio nutritivo pode também inibir a
formacdo de raizes adventicias (SOUZA E PEREIRA, 2007). De acordo com SILVA (2016),
meios nutritivos menos concentrado apresentam melhores resultados no enraizamento in vitro,
em diluicdes de ¥ até 1/4, diferente do utilizado no presente estudo, onde o meio nutritivo foi
utilizado na composicao original.

Os explantes possuem niveis enddgenos e hormdnios promotores ou inibidores de
enraizamento, porém, é necessario que haja o balanco adequado entre as citocininas, auxinas,
gibelerinas e co-fatores (HARTMANN et al., 2011). Portanto, afim de auxiliar nesse balanco,
0 acréscimo de fontes exdgenas de auxinas em alguns casos é capaz de promover a alteracdo
hormonal, de maneira a favorecer ou ndo a rizogénese em algumas espécies (DIAS et al., 2012).

Varios autores indicam a formacéo de raizes adventicias mesmo em meio de cultura
livre de reguladores de crescimento (FERMINO JUNIOR e SCHERWINSKI-PEREIRA
(2012); GUTIERREZ et al., (2011); PARK et al., (2008); LOPES et al., 2001; KIELSE et al.,
(2009); COSTA et al., (2010)). Essa formacdo, em meio de cultura acrescidos de concentracfes
reduzidas ou sem adicdo de auxina indicam a existéncia de niveis enddgenos desses hormdnios
que sdo capazes de estimular a rizogénese para algumas espécies (JUNIOR E SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2012).

Como observado, varios sdo os fatores que podem influenciar na auséncia de
rizogenese da espécie, principalmente no que diz respeito aos fatores inerentes ao S. parahyba
var. amazonicum. Porém, pesquisas futuras podem contornar essa caracteristica realizando a
multiplicacdo, posterior alongamento e coleta de microestacas para enraizamento em casa de
vegetacdo. Desta forma o material utilizado para enraizar seria rejuvenescido e teria sua

capacidade de enraizamento recuperada.
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5. CONCLUSOES

1. O resgate de vegetativo de S. parahyba var. amazonicum por meio de semianelamento
basal do caule ndo foi influenciado pelas progénies e doses testadas neste estudo.

2. O resgate de vegetativo de S. parahyba var. amazonicum por meio de semianelamento
superior ndo foi capaz de induzir brotacdes nas progénies e doses testadas neste estudo.

3. O estabelecimento in vitro com brota¢es coletadas diretamente do campo de S.
parahyba var. amazonicum ndo foi eficaz dentro das técnicas utilizadas (tempo de
desinfestacdo e antioxidantes) com infestacdo total do material interferindo

negativamente na sobrevivéncia dos explantes.

4. A multiplicacdo in vitro de S. parahyba var. amazonicum, 0 uso de segmento
cotiledonares apresenta maiores médias se comparados ao segmento apical, a citocinina

BAP apresenta medias superiores se comparadas a citocinina CIN.

5. N&o foi possivel induzir formac&o de raizes in vitro para S. parahyba var. amazonicum

a partir dos tratamentos testados.

6. Na&o foi possivel estabelecer um protocolo de micropropagacéo in vitro de S. parahyba

var. amazonicum
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