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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar método para o resgate de material vegetativo
de plantas adultas de P. willdenovii e avaliar a propagacéo deste material, via cultura de tecidos.
Foram utilizadas 20 arvores matrizes de P. willdenovii localizadas no municipio de
Urupema/SC (28°17'38"S; 49°55'54"W). No resgate vegetativo, foram testadas as seguintes
técnicas: anelamento do tronco, semianelamento em 75% da circunferéncia do tronco,
semianelamento em 50% e galhos podados. As coletas das brotacdes foram realizadas aos 90,
120, 150, 180, 210 e 240 dias apds a aplicagdo dos tratamentos. As brotacGes foram utilizadas
na técnica de cultivo in vitro. No estabelecimento testaram-se métodos de assepsia: 15 e 20
minutos de contato com hipoclorito de sddio (NaClO) (2% v v?!) e a presenga/auséncia do
biocida PPM® (1,5mL L) no meio de cultura. Para a multiplicagdo in vitro, foram testados
meios de cultura (MS e WPM) e doses de BAP (0, 2, 4 e 6 mg L™?). Também, foi testada a
inducdo de calogénese via explante foliar, nos tratamentos: posi¢do de contato da face foliar
com o meio de cultivo (abaxial e adaxial) e a combinacéo dos fitorreguladores BAP e ANA em
diferentes concentragdes (de 0 a 12 mg L™). Todas as técnicas de resgate de material vegetativo
emitiram novos brotos, com destaque para 0 método via galhos podados que apresentou 0s
melhores resultados para porcentagem de brotacdo, nUmero e comprimento de brotos. No
cultivo in vitro, a assepsia dos explantes com NaClO por 20 minutos e a adi¢do do PPM® no
meio resultou em menores indices de contaminacao fungica (50%), bacteriana (5%), oxidacao
(23%) e maior sobrevivéncia (76%) dos explantes. Na multiplicacdo in vitro, os explantes em
meio MS tiveram maior oxidacao (48%) e menor sobrevivéncia (52%) quando comparado ao
meio WPM (26% e 74%, respectivamente). Para o nimero médio de brotos e de folhas, a
concentracio de 3 mg L™ BAP atingiu a maxima eficiéncia técnica (MET) (1,22 e 1,75 mg L™,
respectivamente). Os segmentos foliares ndo foram responsivos na inducao de calogénese apos
120 dias de cultivo in vitro. Desta forma, indica-se para o resgate vegetativo de P. willdenovii
0 metodo de galhos podados. Enquanto que, para a propagacao in vitro, recomenda-se 0 uso de
NaClO (2% v v') durante 20 minutos e do biocida PPM® (1,5 ml L'Y) no meio de cultura na
fase de estabelecimento e a utilizagdo do meio WPM acrescido de 3 mg L™ de BAP na fase de

multiplicacéo.

Palavras-chave: Propriedade medicinal; espécie florestal; cultura de tecidos; inducéo brotacéo;

galho podados.






ABSTRACT

The objective of this study was to determine method to the rescue of vegetative material
of adult plants of P. willdenovii and evaluate the spread of this material, via tissue culture. The
work was conducted with 20 P. willdenovii matrices located in Urupema / SC (28°17'38 "S,
49°55'54"W). In the vegetative rescue, the following techniques were tested: trunk annealing
(100%), semianelation at 75% of the trunk circumference, semianelation at 50% trunk and the
induction of shoots from pruned branches. The shoots were harvested at 90, 120, 150, 180, 210
and 240 days after application of the treatments. Sprouts were used in the in vitro culture
technique. In the establishment of shoots, asepsis methods were tested: 15 and 20 minutes of
contact with sodium hypochlorite (NaClO) (2% v v!) and the presence / absence of the PPM®
biocide (1,5mL L) In the culture medium. For in vitro multiplication, two culture media (MS
and WPM) and BAP concentration (0, 2, 4 and 6 mg L) were tested. Also, the induction of
calogenesis by foliar explant was tested in the treatments: position of contact of the foliar face
with the culture medium (up and down) and the combination of the BAP and ANA
phytoregulators in different concentrations (0 to 12 mg L™). All vegetative material rescue
techniques emitted new shoots, with emphasis on the pruned branches method, which presented
the best results for sprouting percentage, number and length of shoots. In vitro culture, asepsis
of explants with NaClO for 20 minutes and addition of PPM® in the medium resulted in lower
rates of fungal (50%), bacterial (5%), oxidation (23%) and higher survival (76%) of the
explants. In vitro multiplication, explants in MS medium had higher oxidation (48%) and lower
survival (52%) when compared to WPM medium (26% and 74%, respectively). For the average
number of shoots and leaves, the concentration of 3 mg L™ BAP reached the highest technical
efficiency (MET) (1.22 and 1.75 mg L%, respectively). Foliar segments were not responsive in
inducing calogenesis after 120 days of in vitro culture. In this way, it is indicated for the
vegetative rescue of P. willdenovii the method of pruned branches. While for in vitro
propagation, the use of NaCIO (2% v v!) for 20 minutes and the PPM® biocide (1.5 ml L) in
the culture medium is recommended in the establishment phase and The use of WPM meriim

plus 3 mg Lt of BAP in the multiplication phase.

Keywords: Medicinal property; Forest species; fabric culture; Sprouting induction;

Branches pruned.
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1 INTRODUCAO GERAL

A silvicultura clonal brasileira é centrada basicamente em espécies dos géneros
Eucalyptus e Pinus, porém as pressdes da sociedade contra os plantios destas espécies, aliada a
procura por servicos e produtos diferenciados a base de espécies florestais nativas, em especial
para a recuperacdo de areas degradadas, reflorestamento, arborizacdo, fins madeireiros,
cosméticos e farmacéuticos, tem despertado o interesse de viveiristas pela producdo de mudas
de espécies nativas.

Porém, a floracéo irregular, a baixa producdo de sementes e o desconhecimento de
métodos eficientes de superacdo de dorméncia, o crescimento lento associado ao conhecimento
limitado da ecologia e biologia reprodutiva de espécies nativas, resultam em um ndmero
reduzido de programas de conservagéo, conduzido a uma insuficiente disponibilidade de mudas
de espécies nativas no mercado. Assim, ha necessidade de desenvolvimento de pesquisas e
técnicas que aperfeicoem a producdo de mudas destas espécies com custos reduzidos e com
qualidade morfofisiologica capaz de atender a demanda (WENDLING et al., 2009). Com isto,
as técnicas de propagacao vegetativa apresentam-se como alternativa, pois além de aumentar a
producdo de mudas, tém a vantagem de conservacgado das caracteristicas da planta matriz.

Estudos existentes sobre a propagacao vegetativa abrangem uma quantidade pequena de
espécies arboreas nativas, principalmente se for levada em consideracdo a diversidade de
composicdo arborea da Floresta Ombrofila Mista (FOM), a qual contém espécies florestais
madeireiras importantes para a economia do Brasil (HATSCHBACH; ZILLER, 1995). Dentre
elas, algumas estdo na lista de espécies ameacadas de extingdo, devido aos impactos
relacionados a sua exploracdo aliado as caracteristicas ecofisioldgicas da espécie. Boa parte das
espécies madeireiras da FOM apresenta dificuldade de regeneracdo natural (SILVA et al.,
2015).

Persea willdenovii, comumente conhecida como pau-de-andrade, € uma espécie arborea
nativa da FOM, com importancia comercial para diversos fins como paisagistico, madeireiro e
especialmente medicinal. A casca desta espécie é usada para a elaboracéo de técnicas caseiras
de preparos fitoterapicos, apesar dos estudos farmacéuticos terem iniciado, e comprovado,
recentemente os efeitos positivos como cicatrizante de feridas e gastroprotetor (SOMENSI,
2015).

Com o destaque na medicina popular, o pau-de-andrade foi explorado intensamente nos
ultimos anos, resultando na mortalidade dos individuos em seu habitat natural devido a retirada

da casca sem critérios/estudos de manejo. Consequentemente, devido a este fator exploratério
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e outros, como problemas relacionados a propagacao, P. willdenovii atualmente estd presente
na lista das espécies presumivelmente ameacadas de extin¢do no estado de Minas Gerais, em
perigo de extingdo no estado de Sao Paulo (BIODIVERSITAS, 2010) e criticamente em perigo
na lista vermelha da flora do estado do Rio Grande do Sul (CONSEMA-RS, 2014).

Trabalhos conduzidos sobre aspectos de propagacao de P. willdenovii, como por Fior et
al. (2007), descrevem as dificuldades no desenvolvimento e multiplicacdo dos propagulos desta
espécie, como calogénese e oxidacao dos propagulos. Um dos fatores de maior importancia na
propagacdo vegetativa € a identificacdo dos individuos, 0rgaos e/ou tecidos que apresentam
potencial para o sucesso da técnica. Geralmente, para espécies arboOreas, € necessario o
rejuvenescimento, ou resgate vegetativo, dos propagulos a serem submetidos ao método de
propagacao vegetativa, pois o processo de maturacdo em plantas lenhosas afeta diretamente a
capacidade de totipoténcia das células vegetais do material utilizado (ANDRADE, 2010).

O corte raso é uma das técnicas de resgate mais utilizada na area florestal, devido
principalmente ao grau de revigoramento e ao grande nimero de brotagdes que surgem ao longo
da cepa remanescente, porém, outras técnicas, como anelamento de galhos podados, podem ser
utilizadas nos casos em que o corte raso ndo € viavel, como nas arvores em gque ha chance de
mortalidade do individuo (PEREIRA, 2014) ou de espécies ameacadas de extin¢do, como por
exemplo pau-de-andrade.

Com relacdo as técnicas de propagacdo vegetativa testadas para P. willdenovii, a cultura
de tecidos mostrou-se a mais promissora (FIOR et al., 2007), porém ainda ndao ha um protocolo
de propagacdo ajustado. A elucidacao e utilizacdo da propagacéo in vitro podera conduzir uma
via sustentdvel dos recursos genéticos vegetais, contribuindo para a conservagdo e uso
medicinal, além de permitir a producdo constante de mudas com controle de qualidade sanitéaria
e fisioldgica, que poderdo ser utilizadas em plantios de enriquecimento da espécie, contribuindo
no combate a extingdo.

Assim, 0 objetivo deste trabalho é avaliar métodos de resgate vegetativo e protocolos
de propagacdo in vitro em P. willdenovii, visando a conservacdo de germoplasma e a

propagacao de individuos dessa espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ESPECIE Persea willdenovii Kosterm.

Persea willdenovii Kosterm. pertence ao género Persea Mill. da familia das Lauraceae.
Segmentos vegetais oriundos das espeécies, dessa familia botanica, sdo comumente utilizados
na culindria e na medicina popular, sendo encontradas principalmente em paises de clima
tropical. Lauraceae sdo conhecidas por produzirem Oleo essencial, amplamente explorado,
armazenado em células secretoras que podem ser encontradas na folha, na casca e no lenho
(BARROS et al., 1997). Na medicina popular apresentam utilizacéo variada, desempenhando
diferentes funcdes no combate de diversas doencas, entretanto, o uso fitoterapico das plantas
deve ser feito com critério, estando aptas a serem utilizadas aquelas que apresentam eficiéncia
terapéutica e toxicologica comprovada (MARTINS; SANTOS, 1995).

No Brasil, a familia Lauraceae € representada por 24 géneros e 434 espécies
(REFLORA, 2016), em sua maior parte, habitando as florestas pluviais, restingas e cerrados.
Em inventérios floristicos e fitossocioldgicos realizados em areas de florestas preservadas da
porcdo sudeste-sul do pais, esta familia vem sendo apontada como uma das mais
representativas, tanto em numero de individuos quanto em riqueza de tdxons, o que corrobora
com a hipdtese de que esta regido seja um dos principais centros de diversidade das Lauraceaes
(QUINET; ANDREATA, 2002).

O genéro Persea é conhecido pelo uso medicinal, havendo relatos de sua utilizacdo no
combate a problemas renais, também utilizado como diurético e até calmante, atraves de chés
feitos com suas folhas (BARBOSA et al., 1988; BORGES et al., 1986). Apesar disto, 0 estudo
das aplicacdes das espécies nativas do género Persea e, até mesmo condicdes de identificacdes
taxondmicas, ainda requerem esclarecimentos (FIOR et al., 2007). Knopp et al. (1996) fizeram
uma revisdo deste género, no continente americano, no qual reconheceram dois subgéneros e
81 espécies. Além desse estudo, Pereira-Ferrer (2012) também fez uma revisdo sobre o aporte
de conhecimentos taxondmicos do género Persea na Venezuela, porém no Brasil ainda ha falta
de estudos sobre a identificacdo dessas especies.

P. willdenovii pode ser encontrada naturalmente nos Biomas Cerrado e Mata Atlantica,
desde o estado de Minas Gerais até 0 Rio Grande do Sul, principalmente nas formacdes de
altitude (QUINET; ANDREATA, 2002).

Os limites altimétricos das formacdes da Floresta Ombrdéfila Mista no Sul do Brasil
determinam sua classificagdo em Aluvial, Submontana, Montana e Altomontana. Segundo

IBGE (1992), a formagdo Altomontana inclui tipologias que ocorrem acima de 1.000 m de
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altitude. A Floresta Ombréfila Mista Altomontana tem distribuicdo em pequenos nucleos nos
pontos mais altos da Serra Geral Catarinense. Cerca de 10% das espécies Altomontanas, sao
endémicas e restritas a estas regides, com distribuicdo bastante reduzida, em decorréncia da
raridade geografica, e de fatores como pequeno tamanho populacional, auséncia ou reducéo de
polinizadores e/ou dispersores e competicdo, associados aos impactos antropogénicos, 0s quais
podem tornar varias espécies suscetiveis a extin¢cdo (FALKENBERG, 2003).

Dentre as familias boténicas predominantes nessa formacdo florestal esta Lauraceae
(REITZ; KLEIN, 1978). Martins-Ramos et al. (2010), ao estudar a floristica de Floresta
Ombrdfila Mista Altomontana e de Campos em Urupema/SC, registraram trés espécies de
Lauraceae: Cinnamomum amoenum, Ocotea pulchella e Persea willdenovii.

Persea willdenovii, anteriormente denominada P. pyrifolia Nees e Mart. ex Nees,
conhecida popularmente como abacateiro do mato, macaranduba, canela rosa ou pau-de-
andrade, € uma espécie arborea, perenifdlia, heliofita, classificada ecologicamente como
secundaria tardia (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990), podendo atingir até 28 metros de altura e
70 cm de didmetro (Figura 1).

Figura 1 — Individuo adulto da espécie Persea willdenovii.

i
K

FGerson L. Lopes

Fonte: Herbario Online Gerson Luiz Lopes
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A espécie apresenta folhas simples, alternadas, espiraladas, membranécea, com tricomas
ou pelos, com comprimento de 10 a 22 cm e largura de 4 a 12 cm, com lamina obovada, pice
agudo a obtuso. O tronco é cilindrico, com casca externa ou ritidoma marron-clara-acinzentada,

com escamas grossas € a casca interna de cor rosea (CARVALHO, 2006) (Figura 2).

Figura 2 - Caracteristicas das folhas (a) e do tronco (b) de Persea willdenovii

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

P. willdenovii é utilizada na arborizacdo e ornamentacdo de pracas, além disso sua
madeira é empregada na construcdo civil, marcenaria e confeccdes de moveis (BATISTA etal.,
2010) e as cascas como fonte medicinal popular. Segundo uma pesquisa feita por Mazza et al.
(2000), a populacao utiliza as cascas desta espécie em chés para o tratamento de Ulcera gastrica
e como cicatrizante de feridas.

Estudos farmacéuticos e fitoquimicos descreveram a presenca de estruturas de lignanas-
furofuranicas nas folhas (Batista et al., 2010) e, na casca, uma quantidade elevada de carater
mucilaginoso, que esta relacionada, entre outros efeitos terapéuticos, a sua acdo protetora em
mucosas inflamadas (COSTA, 2001). Segundo Somensi (2015), a casca da arvore de P.
willdenovii teve efeito positivo como gastroprotetor e cicatrizante gastrico em Ulceras gastricas
em experimentos com camundongos.

O periodo de frutificacdo dessa espécie € bastante restrito, em média trés meses, segundo
Silva e Perell6 (2010). No estado do Rio Grande do Sul, foi observado florescimento nos meses

de outubro a novembro e a frutificacdo entre janeiro e margo. As sementes séo recalcitrantes
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(em torno de 50% de grau de umidade inicial) e, portanto, devem ser semeadas de imediato
(sem secagem) apos coleta (DAVIDE et al., 2003).

De acordo com Hong et al. (1996), dentro da familia Lauraceae ocorrem varias espécies
com sementes recalcitrantes. Segundo Chin (1989), sementes recalcitrantes permanecem com
alta umidade apds serem liberadas da planta mée, variando entre 30% e 70%. Segundo Berjak
et al. (1984), as espécies com sementes recalcitrantes parecem ter origem a partir de locais mais
umidos e, portanto, adequados ao processo germinativo continuamente. Nos estagios finais da
sucessao florestal, ocorre uma maior retencdo de umidade pelo ambiente, o que é marcante nos
sub-bosques de vegetagdes tropicais no estado climax.

Além disto, ha evidéncias de dorméncia morfoldgicas e/ou fisioldgicas das sementes
(DAVIDE et al., 2003; CARVALHO et al., 2009; FIOR et al., 2007). Davide et al (2003)
constataram que a germinacdo das sementes de P. pyrifolia (atual P. willdenovii) ocorreu apenas
com a umidade inicial (48%) armazenadas a 5°C, ndo tolerando secagem e beneficiamento logo
apos coleta. Os autores explicam que a temperatura baixa do ambiente de armazenamento pode
ter proporcionado a superacdo de algum tipo de dorméncia.

Outro fator relacionado as sementes de P. willdenovii, relatado por Fior et al (2007), foi
a predacdo por insetos, no qual 30% do lote apresentou infestacdo por larvas da familia
Curculionidae. A irregularidade de maturacao e a predacdo podem comprometer a qualidade
das sementes e, consequentemente, o potencial de armazenamento.

A impossibilidade de conservacdo por longo prazo de sementes e a sazonalidade de
producdo podem tornar esta espécie mais vulneravel a aces antropicas e, consequentemente,
mais susceptiveis ao processo de extingao (BIOATIVAS, 2007).

A propagacdo vegetativa desta espécie também apresenta entraves a serem
solucionados. Fior et al (2007) testaram as técnicas de enxertia via garfagem em fenda cheia,
estaquia de ramos (com fitorregulador AIB) e também experimentos visando a propagacéo
vegetativa in vitro a partir de tecidos juvenis e ndo-juvenis. Dentre as técnicas estudadas, 0s
autores atribuiram que a propagacdo in vitro via tecidos juvenis (organogénese multipla de

sementes germinadas in vitro) foi a mais promissora, ainda com algumas limitagdes.

2.2 RESGATE VEGETATIVO

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), muitos séo os fatores que influenciam no
sucesso da utilizacdo dos métodos de propagacéo assexuada, dentre estes, se destaca a qualidade

da planta fornecedora do material vegetal. Poucas espécies sdo facilmente propagadas



23

utilizando propéagulos maduros, principalmente tratando-se de espécies lenhosas. Essa
dificuldade esté diretamente ligada ao processo de maturagdo, sendo necessario rejuvenescer as
matrizes antes de iniciar qualquer trabalho de propagacéo.

O rejuvenescimento dos propagulos exerce grande influéncia nos processos de
propagacdo vegetativa, pois com 0 aumento na idade da planta ocorre reducéo nas taxas de
divisdo celular e capacidade regenerativa (WANG; ANDERSEN, 1989). Possivelmente, este
fato esteja relacionado com a avangada idade ontogenética da planta, com o0 aumento no teor de
inibidores e com a diminuicdo de cofatores de enraizamento e multiplicacdo, a medida que
aumenta a idade da planta (FACHINELLO et al., 2005).

O primeiro passo ap6s a selecdo de arvores superiores é a obtencdo de brotacGes
fisiologicamente e ontogeneticamente juvenis (ALFENAS et al., 2004).

Em algumas plantas, especialmente lenhosas, ha um gradiente de juvenilidade em
direcdo a base da arvore (ZOBEL e TALBERT, 1984; ELDRIDGE et al., 1994), 0 que promove
um aumento da maturacdo em fungdo da maior proximidade com o meristema apical
(GREENWOOD; HUTCHISON, 1993).

Segundo Hartmann et al. (2011), a maior juvenilidade da regido basal das plantas se
deve ao fato de que os meristemas mais proximos da base formaram-se em épocas mais
proximas a germinacdo que o das regiBes terminais. Algumas caracteristicas, que estdo
associadas com a juvenilidade, sdo mantidas nas por¢oes basais de plantas maduras de muitas
espéecies (HACKETT, 1987a).

A obtencdo de propagulos de brotacdes surgidas na base da planta, chamadas de
brotacdes epicormicas, pode ser feita por injdrias mecanicas nas raizes, anelamento na base do
caule, poda dréstica a poucos centimetros do colo, aplicacdo de substancias reguladoras de
crescimento, entre outras. Barcel0-Mundz et al. (1999) utilizaram como alternativa ao menor
grau de maturacdo dos propagulos, o corte na base da planta adulta de Persea americana, com
0 objetivo de emitir brotacGes com caracteristicas juvenis.

Atualmente, o corte raso da arvore, buscando a inducéo de brotacdes basais, € 0 método
mais utilizado por empresas florestais (ALFENAS et al., 2004). Porém, essa técnica ndo é
recomendada para espécies nativas, especialmente aquelas ameagadas de extin¢do, no qual o

corte raso e proibido por legislacéo.
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2.2.1 Inducdo de brotac6es epicormicas por anelamento e semianelamento

A técnica de resgate por anelamento torna-se fundamental para espécies que nao
produzem brotacdes quando sdo decepadas e/ou quando o corte raso ndo for permitido. Esta
pratica foi aplicada para vérios estudos em espécies florestais como: Pinus pinaster (ALONSO
et al., 2002); Eucalyptus grandis (RIBEIRO et al., 1992); llex paraguariensis (SANTIN et al.,
2008); Eucalyptus cloeziana (ALMEIDA et al., 2007), Tectona grandis (ANDRADE, 2010);
Anadenanthera macrocarpa (DIAS, 2011), Toona ciliata M. Roem. var. australis (PEREIRA,
2014), entre outras.

O uso das brotacgdes epicormicas € uma alternativa potencial para o resgate de material
adulto, estudada desde os anos 70. Esta técnica favorece o desenvolvimento e crescimento das
brotacdes de gemas dormentes, as quais sdo geneticamente igual a planta matriz, mas com
caracteristicas juvenis, que pode permitir melhores respostas aos métodos de propagacao
vegetativa, sem a necessidade de corte raso dos individuos (CHAPERON; QUILLET, 1977).

O anelamento e semianelamento com finalidade de rejuvenescimento sdo consideradas
técnicas simples e eficazes, pois consistem basicamente na retirada de um anel de casca do
caule ou galhos (SANTIN et al., 2008). Na préatica, em plantas de Eucalyptus, faz-se a incisdo
de cerca de 1-2 cm de espessura em torno da circunferéncia do caule e, na base da arvore, a
cerca de 10-15 cm de altura em relacdo ao solo. O anelamento é feito a uma profundidade
suficiente, para que ndo danifique o lenho, e, apds aproximadamente 20 dias, € possivel
observar a emissao de brotacdes, e aos 45-50 dias, pode-se coletar estas brotacfes (ALFENAS
et al., 2004).

Segundo Zimmermann (1974), o anelamento aumenta a concentracdo de substancias
promotoras de brotacdes como as citocininas. Apos a retirada do anel de casca ocorre uma
reducdo da concentracdo de auxina, uma vez que seu transporte via floema é interrompido,
causando uma quebra no balan¢o auxina/citocinina, favoravel a emissdo de brotacdes. Esta
mudanga abrupta de concentracdo de auxina e citocinina podem causar o alongamento das

gemas dormentes abaixo do anelamento.

2.2.2 Inducéo de brotacdes epicormicas a partir de galhos podados

Outra técnica alternativa que pode ser aplicada sem depredacdo dos individuos é a
inducdo de brotagdes epicormicas a partir de galhos podados. Este método é realizado atraves
da coleta de galhos ou ramos, os quais sdo colocados em condi¢fes ambientais adequadas para
a emissdo das brotaces (XAVIER; SANTOS, 2002). A eficiéncia de brotacGes epicormicas a
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partir de galhos podados foi avaliada e comprovada por Rosa et al. (2003) em |. paraguariensis,
Wendling et al. (2009) para Araucaria angustifolial e por Almeida et al. (2007) com Eucalyptus
cloeziana.

A inducdo de brotagdes epicormicas a partir de galhos podados deve ser utilizada de
forma criteriosa, uma vez que usa tecidos que, devido a sua posi¢do na arvore, podem estar
fisiologicamente maduros, comprometendo a juvenilidade do material (ALMEIDA et al.,
2007). Portanto, é importante a coleta de ramos das por¢@es mais baixas da planta, pois estas
tendem a originar brotacdes juvenis (ALFENAS, 2004).

O principio fisioldgico do método, assim como no anelamento do caule, é baseado na
alteracdo do equilibrio entre reguladores de crescimento (auxina/citocinina) em favorecimento
da emissdo de brotacdes. Na maioria das arvores de angiospermas, as gemas epicérmicas
dormentes estdo presentes na casca externa. Estas gemas podem estar dormentes, desde a
formagéo dos galhos ou troncos, ou podem ser produto de uma morfogénese, quando ocorre
uma transformacao nas células do filogénio para dar origem ao novo broto (RAST et al., 1988).

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA

A propagacdo vegetativa consiste em multiplicar assexuadamente partes de plantas
(células, tecidos, 6rgdos ou propagulos), originando individuos idénticos a planta matriz
(WENDLING, 2002). Este processo, que ocorre por meio da divisdo e diferenciacédo celular, é
baseado no principio da totipoténcia das células vegetais, que é a capacidade genética de
regeneracdo de plantas a partir de qualquer 6rgdo vegetal (HARTMANN et al., 2011).

Na area florestal, a propagacdo vegetativa € utilizada, em sua maioria, para a
multiplicacdo de matrizes com genétipos de qualidade e/ou produtividade superiores, além para
aquelas que apresentam dificuldades para a aplicacdo de programas de métodos sexuais de
melhoramento e/ou que produzem sementes de baixo poder germinativo e/ou sementes
recalcitrantes (dificil armazenamento) (FERREIRA, 1997), como é o caso de P. willdenovii.

Porém, segundo Wendling (2002), a técnica também possui as seguintes desvantagens:
risco de estreitamento da base genética dos plantios clonais, quando da utilizagdo de pequeno
numero de clones; auséncia de ganhos genéticos adicionais a partir da primeira geracdo de
selecdo; dificuldade de enraizamento em algumas espécies ou clones e; dificuldade de
ocorréncia de enraizamento em plantas ndo juvenis. Ainda segundo este mesmo autor, 0 grau
de sucesso obtido na propagacdo vegetativa é influenciado por uma interacdo de fatores

externos e internos inerentes, presentes nas células das plantas, bem como de substancias
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translocaveis produzidas nas folhas e gemas, sendo tais varia¢cdes ainda pouco esclarecidas em
espécies lenhosas.

2.3.1 Cultura de tecidos

A técnica da cultura de tecidos consiste em cultivar plantas ou partes de plantas, como
orgaos completos, tecidos ou células in vitro via multiplicacdo assexuada. Este método se baseia
na teoria da totipoténcia das células vegetais, segundo a qual os seres multicelulares possuem,
em cada uma de suas células, toda a informacéo genética necesséria para a formagéo de um
individuo completo. Por meio da cultura de tecidos, as plantas séo cultivadas em condic¢des de
laboratdrio, contendo meio nutritivo especifico, sob condicfes assépticas e ambiente controlado
(RIBEIRO; BASTOS, 2008).

O cultivo de tecidos vem sendo utilizado de diferentes formas para a propagacéo de
plantas. De maneira geral, a técnica é requerida em determinada etapa dos programas de
melhoramento, oferecendo novas alternativas e, muitas vezes, solucdes Unicas para a
propagacao vegetativa (FERREIRA et al., 1998).

Dentre as vérias técnicas de cultura de tecidos destacam-se a micropropagacgdo, a
embriogénese somatica, a polinizagdo in vitro, a cultura de protoplastos, a microenxertia e a
cultura de embrides e de calos. No entanto, na area florestal, a micropropagacao ou propagacao
in vitro, tem sido a técnica mais difundida (XAVIER, et al., 2009).

2.3.1.1 Propagagao in vitro

A propagacdo in vitro ou micropropagacdo, € uma das aplicacdes mais préaticas da
cultura de tecidos, considerada uma técnica promissora para a clonagem massal de genotipos
superiores (STEINER et al., 2008), bem como para conservacdo ex situ de germoplasma de
espécies em risco de extin¢cdo (JOHNSON et al., 2012; MA et al., 2012).

Na micropropagacéo, a producdo de mudas é realizada em cultivo asséptico e condi¢des
controladas de nutrientes, luminosidade, fotoperiodo e temperatura. A aplicacdo desta técnica
vem tornando-se comum no mercado, visando suprir a demanda de mudas sadias e livres de
patogenos, em qualquer época do ano, em tempo e espaco fisico reduzido, com alta fidelidade
genética, maior produtividade, uniformidade e desempenho no campo (SCHUCH; ERIG,
2005).

Vaérios fatores podem influenciar o crescimento e o desenvolvimento das plantas in

vitro, como a orientacdo dos explantes, as condi¢gdes do ambiente de cultivo e o meio de cultura
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utilizado (GRATTAPLAGLIA; MACHADO, 1998). Os meios de cultura fornecem as plantas
substancias para seu crescimento e desenvolvimento. O mesmo é suplementado com compostos
organicos e minerais para suprir as necessidades energética, metabdlica e estrutural das células
da planta (REIS et al., 2008). Os componentes do meio sdo agua, macro e micronutrientes,
carboidratos, vitaminas, inositol, fitorreguladores e dgar (CALDAS et al., 1998).

Dentre os meios de cultura mais empregados na cultura de tecidos vegetais estdo o0 MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 0 “Woody Plant Medium” - WPM (LLOYD; MCCOWN,
1981). O meio WPM, em razdo da sua menor concentracéo de nitrogénio e potassio e, menor
forca idnica total, permite bons resultados em espécies lenhosas (AMARAL, 2006). Além da
composicdo do meio de cultura, suas diluigdes tém sido estudadas em diversas fases da
micropropagacdo (SOUZA et al., 2003). A concentracdo de sais pode ser adequada a cada
espécie, com a reducdo da concentracdo idnica, favorecendo, muitas vezes, a micropropagacao.

A micropropagacdo se divide em quatro principais etapas ou estagios de
desenvolvimento: selecdo, desinfestagdo e estabelecimento in vitro dos explantes; a
multiplicacdo e o alongamento das brotacfes; o enraizamento e, por fim, a transferéncia das
plantas obtidas para condi¢do ex vitro ou também conhecida como a fase de aclimatizacdo. Na
primeira etapa de estabelecimento de uma cultura in vitro, a escolha do explante apropriado e
o nivel de diferenciacdo do tecido sdo o0s aspectos mais importantes a se considerar
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os explantes podem ser gemas axilares, apices
caulinares e radiculares, segmentos nodais, meristemas e tecidos diferenciados
(FACHINELLO; BIANCHI, 2005). O estabelecimento in vitro de espécies florestais apresenta
algumas limitacdes, devido a suas caracteristicas peculiares, podendo apresentar oxidacdo dos
explantes e contaminacdo enddgena e exdgena (SATO et al., 2001).

O etanol e os compostos a base de cloro (halogénios) sdo as substancias com agédo
germicida mais utilizadas no processo de desinfestagdo (COUTO, et al.; 2004). O hipoclorito
de sdédio (NaClO) ou de célcio (Ca(ClO),) apresentam grande eficiéncia na desinfestacdo,
eliminando fungos e bactérias. Da mesma maneira, a utilizacdo de fungicidas e bactericidas
podem promover adequada assepsia. A concentracdo dos agentes desinfestantes e o tempo de
exposicao a esses compostos pode variar de acordo com a espécie (MONTARROYOS, 2000),
sendo necessario, portanto, a sua selecdo de acordo com a eficiéncia e a sensibilidade do tecido
a ser desinfestado.

Além desses fatores, na iniciagdo de culturas lenhosas, é comum a ocorréncia de
compostos fendlicos, que podem estar ligados a processos de regulacdo de crescimento,

especialmente as auxinas gque, dependendo da concentracdo endogena no tecido, induzem a
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sintese desses compostos, os quais modificam a composi¢do do meio de cultivo e a absor¢ao
de metabolitos (ANDRADE et al., 2000). A oxidacéo fenolica pode dificultar o estabelecimento
inicial do cultivo in vitro, pois algumas enzimas oxidam os fenois formando quinonas, as quais
sdo responsaveis pela coloracdo marrom das culturas, além de causarem a inibicdo do
crescimento e a morte dos explantes em grande nimero de espécies (Bassan et al., 2006). A
oxidacdo fendlica é altamente dependente do gendtipo e do tipo de explante utilizado. Explantes
jovens, em geral, oxidam menos que os mais velhos (TEIXEIRA, 2005). A oxidacédo fendlica
pode ser minimizada pela reducdo de danos mecanicos e quimicos no explantes, pela
modificagdo do ambiente e pelo uso de antioxidantes, como o carvéo ativado (MONACO et al.,
1977).

Segundo Gonzéalez-Olmedo et al (2005), a etapa de multiplicacao consiste em promover
a proliferacdo de brotos, aumentar o nimero de gemas nos explantes e promover, se necessario,
o alongamento dos brotos. Ja a etapa de enraizamento promove a inducdo e o desenvolvimento
de raizes. A composicdo e a concentragdo de fitorreguladores no meio de cultura séo fatores
determinantes no crescimento e no padrdo de desenvolvimento da maioria dos sistemas de
cultura de tecidos. As citocininas e auxinas sdo as classes de fitorreguladores mais utilizadas na
multiplicacdo e enraizamento in vitro.

De uma maneira geral, segundo Fior et al. (2007), a técnica de cultivo in vitro com
tecidos juvenis apresenta grandes desafios para P. willdenovii, dentre eles estdo: aparecimento
de contaminacdo de origem enddgena; necrose e clorose de folhas in vitro; percentual de
enraizamento insatisfatorio; perda de plantas na aclimatizacdo e diferencas no potencial
morfogénico entre plantulas de diferentes sementes, mas com origem na mesma planta matriz.
Além disto, a utilizacdo de tecidos ndo juvenis ndo obteve sucesso devido a ocorréncia de
contaminacdo enddgena e de oxidacdo fendlica, além do baixo potencial morfogénico dos

explantes.

2.3.1.2 Culturade calos

A propagacdo por meio de cultura de tecidos pode ser feita por via direta ou indireta,
esta ultima, por meio da formacéo de calos, é considerada uma forma potencial de propagacgao
em massa (LANDA et al., 2000). A cultura de calos também pode ser utilizada para se estudar
0 desenvolvimento celular, explorar produtos provenientes do metabolismo primario e
secundario, obter suspensdo celular e propagacdo via formacdo de gemas ou embrides
somaticos (LANDA et al., 2000).
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O calo é um aglomerado de células e tecidos formado pela intensa divisdo das células
do explante. O tipo de calo formado em um determinado genotipo, seu grau de diferenciacéo
celular e potencial morfogenético dependem, sobretudo, do explante, do meio de cultura e de
fitoreguladores. Também podem diferir em textura, consisténcia e coloracao. Alguns calos sdo
compactos e crescem vagarosamente, outros sdo fridveis e de dificil manipulacdo (FLORES et
al., 2006).

Para ocorrer a inducdo de calo, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como
explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior proporcao de tecido
meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Explantes oriundos de tecidos jovens, nao
lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de calo (PIERIK, 1990).

Diversas espécies de plantas medicinais tém sido submetidas a experimentos de indugéao
de calos utilizando reguladores vegetais (LAMEIRA et al., 1994). Geralmente, concentractes
semelhantes de auxina e de citocinina no meio promovem a formagéo de calos, mas isso varia
em funcéo do balan¢o hormonal de cada espécie. A producdo de calos pode ser induzida apenas
pela adicdo de auxina, mas a adi¢do de citocinina pode aumentar a proliferacdo do mesmo
(TISSERAT, 1985).

O crescimento de calos é desejavel para induzir variacdo somaclonal e realizar estudos
fisioldgicos, principalmente quando se deseja relacionar a presenca de produtos secundarios
com o crescimento celular (PIERIK, 1990). O crescimento de calos permite, em alguns casos,
o desenvolvimento de culturas de células que acumulam compostos em niveis mais elevados
do que a planta da qual se originaram (REBOUCAS; ALMEIDA, 2009).
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3 PARTE | — RESGATE VEGETATIVO EM PLANTAS ADULTAS DE Persea
willdenovii

3.1 RESUMO

P. willdenovii é uma espécie de dificil propagagdo, de modo que os fatores que afetam este
processo devem ser considerados e otimizados para o sucesso da técnica de multiplicacdo dos
individuos. Entre estes fatores esta a idade ontogenética da planta matriz, que pode influenciar
negativamente, necessitando de revigoramento prévio para que se obtenham resultados
satisfatorios. O objetivo deste trabalho foi determinar o melhor método para o resgate de
material vegetativo de plantas adultas de P. willdenovii para fins de propagacao vegetativa. O
trabalho foi conduzido em com 20 arvores matrizes situadas no municipio de Urupema/SC
(28°17'38"S; 49°55'564"W). Os tratamentos aplicados foram: anelamento em 100% do tronco ;
semianelamento em 75% da circunferéncia do tronco, semianelamento em 50% da
circunferéncia do tronco e inducdo de brotacdes epicdrmicas a partir de galhos podados. As
avaliacdes/coletas das brotacdes foram realizadas aos 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias apoés a
aplicacdo dos tratamentos. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4x6 (quatro técnicas de resgate e seis coletas). As variaveis
avaliadas foram nimero e comprimento dos brotos e porcentagem de brotagdo. Houve interacdo
significativa para todas as variaveis avaliadas. Os galhos podados foi a técnica que obteve maior
nimero e comprimento de brotos aos 150 dias (12,2 e 14,6cm, respectivamente). A
porcentagem de brotacdo também foi superior para a técnica de galhos podados, seguido do
anelamento e do semianelamentos 75 e 50%. Todas as técnicas de resgate vegetativo de P.
willdenovii foram satisfatorias na producdo de brotos com destaque para a técnica de brotacdo

via galhos podados.

Palavras-chave: Rejuvenescimento; galhos podados; anelamento do tronco; espécie arborea.

3.2 INTRODUCAO

Persea willdenovii Kosterm. pertencente a familia das Lauraceae, sendo conhecida pela
sua diversidade de usos na arborizagdo urbana, construcéo civil e principalmente por possuir
propriedades medicinais na casca, como cicatrizante e gastroprotetora (SOMENSI, 2015), no
qual levou a uma intensa exploracdo popular. A mortalidade dos individuos, devido a retirada
da casca para preparos fitoterapicos, e os problemas relacionados a propagacdo da especie,
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levaram-na a diversas listas de espécies ameacadas de extin¢do e criticamente em perigo de
extingdo, como na “Lista Vermelha da Flora do Estado do Rio Grande do Sul” (CNCFlora,
2016).

Adicionalmente, a espécie apresenta irregularidade na maturacdo dos frutos
(CARVALHO et al., 2006) e as sementes sdo recalcitrantes com indicios de dorméncia
fisiologica, podendo comprometer a qualidade das sementes e o potencial de armazenamento.
Com isto, esta espécie torna-se ainda mais vulneravel a acGes antropicas e susceptivel ao
processo de extingéo.

A propagacdo vegetativa de espécies que produzem sementes de baixo poder
germinativo, como é o caso de P. willdenovii, pode assegurar a preservacdo da diversidade
vegetal, além de multiplicar individuos com caracteristicas desejaveis para fins comerciais
(FIOR et al., 2007).

Fior et al. (2007) descreveram algumas limitacGes sobre aspectos de propagacdo de
Persea willdenovii, principalmente relacionadas a restri¢cdo do potencial morfogénico, presenca
de contaminacdo de origem enddgena e o alto indice de oxidacdo dos tecidos. Segundo
Grattapaglia e Machado (1998), diversos fatores influenciam no sucesso da utilizacdo dos
métodos de propagacdo, dentre estes se destaca, especialmente, a qualidade da planta
fornecedora do material vegetal.

Uma das primeiras etapas na silvicultura clonal é a selecdo e o resgate de material de
arvores matrizes, pois poucas espécies sao facilmente propagadas vegetativamente utilizando
propagulos maduros, especialmente as espécies arboreas. Essa dificuldade estd diretamente
ligada ao processo de maturagdo, pois com o aumento na idade da planta ocorre reducdo nas
taxas de divisdo celular e capacidade regenerativa (WANG; ANDERSEN, 1989), sendo
necessario rejuvenescer as matrizes antes de iniciar qualquer trabalho de propagacdo. Além
disto, ha aumento no teor de inibidores e diminuicdo de cofatores de enraizamento e
multiplicacdo a medida que aumenta a idade da planta (FACHINELLO et al., 2005).

Assim, técnicas de resgate vegetativo, como anelamento e galhos podados sdo
fundamentais para o rejuvenescimento de brotacGes em espécies em que 0 corte raso ndo é
viavel e permitido, como € o caso de P. willdenovii. Diante disto, o objetivo deste estudo foi

avaliar métodos para o resgate de material vegetativo de plantas adultas de Persea willdenovii.
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Caracterizagdo da &rea de coleta

O experimento foi conduzido em arvores matrizes localizadas em area experimental no
municipio de Urupema/SC (28°17'38"S; 49°55'54"W), situado na Serra Catarinense a 1.350
metros de altitude (Figura 3).

Figura 3 - Mapa do estado de Santa Catarina com a localizacdo do municipio de Urupema,

destacado em vermelho.

Fonte: Wikipédia.

Segundo a classificacdo de Koppen (1948), o clima da regido é temperado umido (Cfb)
com chuvas bem distribuidas durante o ano, apresentando precipitacdo média anual de 1.650
mm (Figura 4). Caracteriza-se por apresentar inverno e verdo brandos, sendo que a temperatura
média anual é de 14 °C. Em janeiro, més mais quente, a temperatura média é de 18°C, e julho,
més mais frio, a média é de 8°C, podendo chegar até -14°C com possibilidade de neve
(EMBRAPA, 1998).
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Figura 4 - Temperaturas e pluviosidades médias mensais para 0 municipio de Urupema/SC ao
longo de um ano.
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Fonte: climate-data.org

O relevo é composto pelas unidades Planalto de Lages, Planicies Fluviais e Serra Geral,
com solos do tipo Cambissolo Alico, Litdlico Alico, Litolico Distréfico e Terra Bruna
Estruturada. A regido pertence a Floresta Ombréfila Mista Altomontana (acima 1.000 metros
de altitude), caracterizada pela presenca de Araucaria angustifolia (Bertol) Kuntze como
espécie emergente, formando agrupamentos em associacdo com outras espécies, em diferentes
estagios sucessionais, constituindo trés estratos bem definidos, arbéreo superior, arboreo
inferior e arbustivo-herbaceo (MARTINS et al., 2011).

3.3.2 Resgate vegetativo de arvores matrizes

Foram utilizadas 20 arvores matrizes de P. willdenovii para o resgate vegetativo. A
escolha destas arvores foi realizada pela disponibilidade de individuos facilmente identificados
no local.

No campo, as arvores foram identificadas, marcadas e realizadas leituras das
coordenadas geograficas e altitude da localizacéo de cada individuo. Também, foram feitas as
seguintes medices: altura (m), com o auxilio de um clinémetro e hipsdémetro eletronico Haflof

HEC-2; diametro na altura do peito (DAP) (cm), com uma suta manual; e a intensidade
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luminosa (Lux) na base do tronco das arvores, as 10 horas da manh&, do més de Janeiro, com
um luximetro digital portatil.

O resgate vegetativo foi realizado em agosto de 2015, final do repouso vegetativo das
arvores. Os tratamentos foram: (i) anelamento em 100% da circunferéncia do tronco; (ii)
semianelamento em 75% da circunferéncia do tronco; (iii) semianelamento em 50% da
circunferéncia do tronco e (iv) poda e coletada de galhos para a inducdo de brotacGes
epicormicas. Para cada tratamento de resgate vegetativo foram utilizadas de cinco a sete arvores
matrizes, escolhidas aleatoriamente.

O anelamento e o semianelamento foram feitos por meio do seccionamento de duas
linhas transversais no tronco de cada arvore com o auxilio de um facdo (Figura 5a), cortando-
se somente a espessura da casca. Os anelamentos constituiram-se na retirada de um anel de
casca em torno do tronco (aproximadamente, 2 cm de largura) a uma altura de,
aproximadamente, 30 cm do solo, até o rompimento da casca, sem danificar o lenho (Figura
5b).

Figura 5 - Anelamento no tronco de arvores de P. willdenovii com o auxilio de um facéo (a) a
aproximadamente 30 cm acima do solo, com largura media de 2cm, sem danificar o lenho (b).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Para o teste de inducdo de brotagdes epicormicas, foram retirados galhos, aleatoriamente
de cinco arvores matrizes, na posi¢do mais baixa da copa, e préxima do tronco, para minimizar
os efeitos da maturacdo e idade ontogenética. Estes galhos foram transportados para o Viveiro
Florestal da Universidade do Estado de Santa Catarina — (UDESC/CAV), municipio de
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Lages/SC. Em seguida, os galhos foram seccionados em um tamanho de, aproximadamente,
um metro de comprimento (Figura 6a).

As extremidades dos materiais foram protegidas com saco plastico, para evitar perda de
agua, e acomodados no interior de um estufim, sob uma casa de sombra (Figura 6b), a qual

apresentava umidade relativa proxima de 80% e temperatura de aproximadamente 25 °C.

Figura 6 - (a) Galhos podados de P. willdenovii com as extremidades protegidas e (b)
acomodados em estufim do Viveiro Florestal da UDESC/CAV.

3.3.3 Variaveis avaliadas e analise dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 4x6 (quatro técnicas de resgate e seis coletas sucessivas). As avaliagdes/coletas das
brotacdes foram realizadas a partir do primeiro sinal de brotacdo e, aos 90, 120, 150, 180, 210
e 240 dias (de dezembro/2015 a abril/2016) apds a aplicacdo dos tratamentos de resgate
vegetativo. Em cada coleta, as brotacbes eram cortadas na altura da primeira gema e
quantificado o nimero e comprimento (cm) das brotacdes, calculado-se a porcentagem de
arvores brotadas por tratamento. Para a técnica de galhos podados, o nimero de brotos foi
padronizado em relagdo ao comprimento dos galhos (nimero de brotos por metro™).

Os dados das arvores matrizes, didmetro a altura do peito (DAP), altura total e
quantidade de luz incidente na base do tronco, e as variaveis de brotagdes avaliadas (no periodo
de maior emissdo de brotos, aos 120 dias) foram analisadas pela correlacdo de Pearson. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, submetidos ao teste F.
As médias das variaveis dos métodos de resgate vegetativo foram analisados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro, e o tempo (datas das coletas) pela anéalise de regresséo.
A anélise estatistica foi realizada no programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011) e os

gréaficos elaborados pelo programa Microsoft Excel.



37

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas variacBes nas caracteristicas dendrométricas (altura e DAP) das
arvores matrizes e da intensidade de luz na regido onde foi realizado o anelamento (Tabela 1).
A altura das matrizes variou entre 4,5 metros (arvore 5) a 13,2 metros (arvore 14) e o DAP entre
5,7 cm (arvore 5) a 42 cm (arvore 12).

Com relacdo a intensidade luminosa na base do tronco, pode-se verificar que as matrizes
5 e 15 apresentaram maior taxa de lux (8500 e 7030, respectivamente), portanto maior
incidéncia de raios solares. Ja as arvores 1, 2, 12 e 17 apresentaram menores taxas de lux (70,

20, 30 e 60, respectivamente) no horario de coleta dos dados.

Tabela 1 - Relacdo das arvores de P. willdenovii submetidas aos tratamentos de resgate
vegetativo com seus respectivos valores de porcentagem de anelamento aplicado na
circunferéncia do tronco; coordenadas geograficas; altitude (m); altura (m); diametro a altura

do peito (DAP) (cm) e quantidade de luz incidente na base do tronco (lux).

Planta Anelgmento Altura DAP Quantidade
Matriz aplicado (m) (cm)  de luz (lux)
(%)

0 100 7.9 24.8 230
1 50 12.3 40.7 70

2 75 13.1 32.8 20

3 100 6.7 16.5 300
4 50 6.6 20.5 250
5 100 4.5 5.7 8500
6 50 4.7 18 250
7 75 7.8 18.5 300
8 100 6.4 20 360
9 100 9.3 28.5 2800
10 75 9.5 23.7 1900
11 50 7.5 24.5 100
12 75 12 29 30

13 50 11.5 42 810
14 75 13.2 314 900
15 100 6.8 20.5 7030
16 50 7.1 39 200
17 75 8.4 28.5 60

18 50 11.6 40 1700
19 75 8.8 26.6 160
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N&o foi observada correlacdo entre as varidveis DAP, altura da planta, luz incidente na
base do tronco e a quantidade de brotacdes obtidas nas arvores submetidas aos métodos de
resgate na época de maior porcentagem de brotos (janeiro de 2016) (Apéndice A).

Corroborando com os resultados obtidos nesse estudo, Pereira (2014) também nao
observou correlacdo do DAP com o nimero de brotos emitidos através das técnicas de resgate
vegetativo para Toona ciliata. Em contrapartida, Pinto et al. (2013), estudando Pterogyne
nitens, observou correlacdo positiva, sendo que o aumento de didametro da planta resultou em
maior quantidade de brotagdes, além de maior vigor. O mesmo ocorreu na rebrota de arvores
de Aniba rosaeodora, na qual foi possivel observar correlacao significativa do DAP das arvores
e 0 numero de brotos, constatando que arvores com maior DAP apresentaram maior capacidade
de emitir brotacdes (SAMPAIO et al., 2007). Poucos sao os dados de literatura disponiveis para
tentar compreender a influéncia do grau de maturagdo no crescimento em diametro e altura das
plantas (WENDLING; XAVIER, 2001) e, consequentemente, na producdo de brotagdes.

Alguns fatores podem ser preponderantes sobre a capacidade de rebrota e sobrevivéncia
de cepas de espécies arbdreas, entre eles destaca-se a idade, os niveis de substancias de reserva
na planta, o efeito das variacdes climaticas verificadas ao longo do ano e as caracteristicas
genéticas da espécie (SAKAI; SAKALI, 1998; LUOGA et al., 2004; TEWARI et al., 2004).
Além disso, em regides de clima temperado, a rebrota de espécies florestais pode ser
consideravelmente dependente de substancias de reserva, como o0s carboidratos presentes nas
raizes da planta. Esta dependéncia, normalmente esté atrelada a flutuacéo estacional da reserva
de carboidratos nas raizes (SAKAI; SAKAI, 1998).

Houve interacdo entre os métodos de resgate vegetativo e as datas de coletas das
brotacdes (dias apds a aplicacdo da técnica) para todas as variaveis avaliadas (p<0,05).

A méaxima eficiéncia técnica (MET) para o nimero de brotos foi observado aos 157 dias
para a técnica de galhos podados, aos 162 dias para o tratamento anelamento 100%, e aos 184

e 176 dias para os semianelamentos 75% e 50%.
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Figura 7 - Namero médio de brotos em arvores/galhos de P. willdenovii por coletas (dias apds
a aplicacdo da técnica) submetidas aos tratamentos de resgate vegetativo (anelamento 100%,

semianelamento 75%, semianelamento 50% e galhos podados.

100% y =-0,0005x2 + 0,1618x - 11,378 Rz = 0,6957*

75% y =-0,0005x2 + 0,1839x - 12,929 R? = 0,5695*
50% y =-0,0005x2 + 0,1762x - 11,825 R2 = 0,5879*
Galhos y =-0,0013x2 + 0,4083x - 21,697 R2 = 0,8166*
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. * Significativo a 5% de probabilidade de erro.

Durante as trés primeiras coletas o método de galhos podados foi superior para o nimero
médio de brotos quando comparado as demais técnicas aplicadas (p<0,05). Somente na coleta
aos 180 dias, o numero de brotos emitidos no tratamento de semianelamento 75% néo diferiu
daqueles emitidos pelos galhos podados (4,6 e 7,9 respectivamente). As duas ultimas coletas
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. No geral, no campo (anelamento e
semianelamentos), as coletas aos 150 e 180 dias foram as de maior nimero de brotos (Figura
8), sendo que antes ou depois destas datas a quantidade de material vegetal coletado foi menor.

Os dias/coletas aos 150 e 180 dias correspondem aos meses de janeiro e fevereiro. Estes
foram os meses com historicos de maiores temperaturas na regido e sem déficit hidrico, o que
pode ter contribuido na maior quantidade de emissdo de novos brotos. Segundo Souza et al.
(1991), a umidade do solo € um dos principais fatores envolvidos na capacidade de rebrota de
cepas, uma vez que depende de indices pluviométricos adequados a reposicao e reserva de agua

no solo.
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Tabela 2 — NUmero médios de brotos em arvores/galhos de P. willdenovii submetidas ao resgate
vegetativo (anelamento 100%, semianelamento 75%, semianelamento 50% e galhos podados)

em funcéo das coletas (dias apés a aplicacao da técnica).

NUmero de Brotos

Dias/Coleta
Técnica de Resgate
90 120 150 180 210 240
Anelamento 100% 00 b 00 b 28 b 35 b 15 a 07 a
Semianelamento 75% 00 b 00 b 20 b 46 ab 10 a 00 a
Semianelamento 50% 00 b 03 b 43 b 24 b 06 a 01 a
Galhos podados 37 a 80 a 122 a 79 a 32 a 12 a*

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Figura 8 - Brotagdes aos 180 dias apds o anelamento em arvores de P. willdenovii submetidas

a técnicas de anelamento 100% (a) e semianelamento 75% (b).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Além das condi¢bes ambientais, 0 maior nimero de brotos nas coletas de janeiro e
fevereiro pode ser explicado pela possibilidade destes brotos serem originados de gemas que
permaneceram dormentes apds a aplicacdo dos tratamentos e ndo geraram brotacGes apos a
primeira coleta ou ainda, serem produto de uma morfogénese, quando ocorre uma
transformacéo de células do cambio ao longo do tempo (RAST et al., 1988).

Na quinta e sexta coleta no campo, realizadas em margo e abril/2016, houve diminuigdo
na producdo de brotacOes, provavelmente, pela reducdo metabolica e fisiologica das plantas

devido ao decréscimo na temperatura média e, principalmente, amplitude térmica nestes meses.
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Outro fator que pode ser responsavel pela redugdo no nimero de brotagGes nestas coletas foi a
cicatrizacdo da parte anelada como resposta a aplicacdo do anelamento e semianelamento
(Figura 9).

Figura 9 - Arvores de P. willdenovii em processo de cicatrizagdo ap6s 240 dias da aplicacio

de anelamento e semianelamento para fins de resgate vegetativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

O efeito da cicatrizacdo foi observado em trabalho com Eucalyptus cloeziana, em que a
cicatrizacdo do local anelado foi intensa, em resposta a aplicagdo do anelamento em arvores de
5e 10 anos de idade (ALMEIDA et al., 2007) e, também, observado para Toona ciliata, na qual
a grande espessura da casca verificada na linha do anel (entre 10 a 40 cm de DAP), pode ter
interferido no ritmo de emissdo dos brotos em algumas arvores (PEREIRA, 2014). Segundo
Dias et al. (2015), a competicdo por 4gua, nutrientes, espaco e luz entre as brotagdes no decorrer
do tempo também pode estar relacionada a esta reducéo.

Com relacdo a porcentagem de arvore/galho podados, aos 90 dias (novembro de 2015)
apos aplicacdo dos tratamentos, a poda de galhos foi a Unica metodologia que apresentou
brotacbes (69%), sendo que os métodos de anelamentos a campo, nas arvores matrizes, ainda
ndo tinham apresentado brotacdes (Figura 10). Esta técnica emitiu brotacbes em 100% dos
galhos nas coletas de 120 (Figura 11b), 150 (Figura 11c), 180 (Figura 11d) e 210 dias (Figura

11e), sendo que somente aos 240 dias houve diminuicdo das brotagdes (84%) (Figura 11f).
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Figura 100 - Porcentagem de arvores/galhos de P. willdenovii com brotagdes submetidas ao
resgate vegetativo (anelamento 100%, semianelamento 75%, semianelamento 50% e galhos

podados) em funcao das coletas (dias apos a aplicacdo da técnica).

100% y =-0,0142x? + 5,0955x - 362,84 R2 = 0,7574*

75% y =-0,011x2 + 3,7968x - 269,26 R2 = 0,6752*
50% y= -0,0063x2 + 2,1757x - 148,17 R2 = 0,9039*
Galhos Y = -0,0047x2 + 1,6101x - 34,321 R? = 0,8692*
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. * Significativo 4 5% de probabilidade de erro.

O resgate por galhos podados também mostrou ser uma técnica eficiente na indugéo de
brotacdes epicormicas de arvores de Eucalyptus cloeziana, uma vez que todos os galhos
podados emitiram brotacbes ap6s 40 dias de acondicionamento em casa de vegetacao
(ALMEIDA et al., 2007). O acondicionamento em casa de vegetacdo, ou similar, cria um
microclima favoravel para a sobrevivéncia e emissao de brotos em galhos podados.

O estufim do viveiro, local onde ficaram dispostos os galhos neste trabalho, possui
sistema de microaspersdo que mantém a umidade relativa superior a 80% e a temperatura entre

20 e 30 ° C, o que pode ter favorecido o surgimento das brotagdes precoces (aos 90 dias).
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Figura 111 - BrotacGes em galhos podados de P. wildenovii aos 90 (a), 120 (b), 150 (c), 180
(d), 210 (e) e 240 (f) dias da técnica de resgate vegetativo (novembro/15 a abril/16).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Observou-se que, apos 210 dias da aplicagdo dos tratamentos, a emissdo de brotagdes
foi reduzida, o que pode estar associado a exaustao das reservas nos ramos (Tabela 3). O mesmo
comportamento foi observado em ramos destacados para inducdo de brotacOes de Araucaria
angustifélia, no qual com o decorrer do tempo também houve diminui¢do na emissdo de novos
brotos (Wendling et al. 2009).

J& no campo, a porcentagem de arvores com brotacfes seguiu a mesma tendéncia do
naumero de brotos, sendo que houve 100% de arvores brotadas nas coletas aos 150 e 180 dias
no tratamento de anelamento, no qual ndo diferiu do tratamento dos galhos podados (p<0,05).

A técnica de semianelamento em 50% do tronco foi a de menor porcentagem de
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brotacGes/arvore em todas as coletas, ndo diferindo do semianelamento de 75% aos 210 e 240
dias (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem de brotacdo em arvores/galhos de P. willdenovii submetidas ao resgate
vegetativo (anelamento 100%, semianelamento 75%, semianelamento 50% e galhos podados)
em funcdo das coletas (dias apds a aplicacdo da técnica).

Brotacéo (%)

Técnica de Resgat Dias/Coleta
eenica de Resgate 90 120 150 180 210 240
Anelamento 100%o 00 b 140 b 1000 a 1000 a 830 a 330 b
Semianelamento 75% 00 b 00 b 430 b 80 a 430 b 140 b
Semianelamento 50% 00 b 00 b 430 b 430 b 290 b 00 b
Galhos podados 69.0 a 100.0 a 100.0 a 100.0 a 100.0 a 85.0 a

A capacidade de brotacdo depende da espécie, da idade da arvore, das condicdes
ambientais e da época do ano em que o corte é efetuado (CREMER et al., 1990).
Fisiologicamente, a emissdo das brotacdes basais pode ser explicada devido a ruptura total ou
parcial da dominancia apical aumentando a relacdo citocinina/auxina (HARTMANN et al.,
2011). Outro fator, que pode ter induzido a emissdo de novas brotacoes, é o estresse pelo
anelamento, originando distdrbios funcionais nas arvores, as quais brotaram como estratégia de
sobrevivéncia. Nas plantas, o estresse acontece pela interrupcdo do transporte de
fotoassimilados e outros metabdlicos organicos das partes mais altas para as mais baixas na
planta, o qual é executado por elementos e células crivadas, situados no floema (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Com o uso das técnicas de decepa e de anelamento do caule também se
conseguiu induzir a emissao de brotacGes basais nas arvores de Tectona grandis (BADILLA et
al., 2016).

Ainda, fatores fisicos como luminosidade, a espessura e a profundidade do corte
(ALFENAS et al., 2004) também podem influenciar na emissao das brotagdes. Segundo Pereira
(2014),em T. ciliata, o numero de brotos emitidos pela técnica de anelamento (100%) foi quatro
vezes superior em relacdo ao semianelamento (50%) (PEREIRA, 2014). Neste trabalho,
também pode-se observar que o porcentagem de anelamento no tronco da arvore (100%, 75%
ou 50% da circunferéncia) influencia na formacéo das novas brotacdes.

Para o comprimento dos brotos, a MET de todos os tratamentos foram atingidas em
periodos bem préximos: aos 172, 179, 173 e 173 dias para as técnicas de galhos podados,

anelamentos e semianelamentos 75 e 50% (Figura 12).
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Figura 12 - Comprimento médio dos brotos (cm) emitidos em arvores/galhos de P. willdenovii
submetidas ao resgate vegetativo (anelamento 100%, semianelamento 75%, semianelamento

50% e galhos podados) em funcéo das coletas (dias apés a aplicacdo da técnica).

100% y=-0.0027x2+0.934x - 66.37 R2= 0.7449*
75% y =-0.0013x2+0.461x - 33.688 R2=0.6839*
50% y=-0,0008x%+0,2735x- 18,787 R?=0,6091*
Galhos y =-0,0013x2+0,3993x - 20,433 R?= 0,6603*

cm)

. 20.00
16.00
12.00
8.00
4.00

0.00
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Dias/Coletas

Comprimento medio de brotos (

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. *: Significativo 4 5% de probabilidade de erro.

Com relacéo a técnica de resgate, 0os maiores comprimentos médios das brotagdes foram
observados para a técnica de galhos podados nas coletas aos 90, 120 e 150 dias (4,2, 8,5 e 19,2
cm de altura, respectivamente), esta ultima coleta ndo diferiu do anelamento 100% (p<0,05)

que teve comprimento médio de 14,5 cm (Tabela 4).

Tabela 4 — Comprimento médios de brotos em arvores/galhos de P. willdenovii submetidas ao
resgate vegetativo (anelamento 100%, semianelamento 75%, semianelamento 50% e galhos
podados) em funcéo das coletas (dias ap6s a aplicagdo da técnica).

Comprimento de brotos (cm)

Tecnica de R Dias/Coleta
eenica de Resgate 90 120 150 180 210 240
Anelamento 100% 00 b 00 b 146 ab 191 a 126 a 33 a
Semianelamento 75% 00 b 00 b 57 ¢ 151 a 91 ab 30 a
Semianelamento 50% 00 b 02 b 74 c 84 b 53 b 00 a
Galhos podados 42 a 85 a 192 a 64 b 47 b 21 a
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Este resultado pode ser explicado pela estrutura do ambiente de acondicionamento
(estufim), no qual os galhos estavam dispostos. Segundo Stamato Jr (2007), a cobertura plastica
utilizada em estufas altera significativamente o balanco da radiacéo, quando comparado com o
ambiente externo, devido a atenuacao de incidéncia de radiacéo solar, resultando numa reducéo
do balanco de radiagdo interna e, consequentemente, afetando temperatura, umidade e
evapotranspiracdo. Sob este tipo de estrutura, o crescimento vegetativo é bastante intenso e a
taxa de crescimento da parte aérea da planta aumenta gradativamente, de acordo com o0 aumento
da temperatura, alcangcando 0 maximo no intervalo dos 23 a 31° C.

A partir dos 180 dias as coletas dos galhos podados foram menores em tamanho,
também podendo ser relacionada & exaustdo das reservas do galho ao longo do tempo. No
campo, as arvores também emitiram menores brotacdes, s6 que apenas na Ultima coleta, aos
240 dias, pois o inicio das emissdes foi mais tardia.

Com relacdo a mortalidade das plantas, aos 240 dias apds a aplicacdo dos tratamentos
de anelamentos, ndo houve registro de morte de arvores submetidas aos tratamentos de
anelamento e semianelamento, evidenciando que a espécie suporta a retirada de um anel parcial
ou total da casca sem prejudicar a sobrevivéncia das arvores. Os galhos podados também
permaneceram viaveis até o fim das avaliacGes (abril/2016), provavelmente, havendo influéncia
positiva das condi¢es climaticas de umidade e temperatura no interior do estufim, e bom
isolamento das extremidades dos galhos.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a potencialidade das técnicas testadas
(anelamento, semianelamentos e galhos podados) como método de rejuvenescimento em
plantas adultas de P willdenovii. O método de galhos podados, novo e pouco difundido, merece
destaque, pois além de apresentar, em geral, brotacGes precoces (em 90 dias) e em maior
namero e tamanho, proporciona o0 acompanhamento do desenvolvimento destas brotagdes, pois
permite a realocacdo do material vegetal, proximo as etapas seguintes, de propagacéao

vegetativa.
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CONCLUSAO

A emissdo de brotacbes das arvores submetidas aos resgates vegetativos aplicados no
campo ocorre, em média, a partir dos 150 dias e em maior niumero apenas aos 180 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos.

A porcentagem de arvores com brotagdo no anelamento foi maior (100%) aos 150 dias que
nos semianelamentos 75% e 50% (43% de brotacédo cada), apesar de ndo diferir estatisticamente
dos galhos podados (100%) nesta coleta.

A técnica de galhos podados permitiu maior numero de brotages aos 90, 120 e 150 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos. Além da emissdo precoce de brotos, a porcentagem de
brotacao foi em 100% dos galhos em quatro das seis coletas avaliadas.

E indicado o uso da técnica via galhos podados para o resgate vegetativo de P. willdenovii

pois em média emitiu maior porcentagem de brotacdo, nimero e comprimento de brotos.
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4 PARTE 2 - PROPAGACAQ in vitro DE Persea willdenovii
4.1 RESUMO

A espécie P. willdenovii, conhecida pelas propriedades medicinais da casca e em perigo
de extincdo, apresenta dificuldades na propagacao, sendo necessario o rejuvenescimento dos
propégulos. Deste modo, apds a aplicacdo de técnicas de resgate vegetativo, as brotacGes
surgidas foram utilizadas como fonte de material para a propagacéo in vitro. O objetivo deste
trabalho foi avaliar protocolos de propagacao in vitro de material oriundo de resgate vegetativo
de P. willdenovii. Na etapa de estabelecimento, foram testados trés métodos de assepsia dos
segmentos nodais (tamanho aproximado de 2 cm com uma gema): 1) concentragdes de NaOCI
(1; 2; 2,5; 3; 4 e 5% v v'!) em contato com os explantes por 15 minutos; 2) efeito do biocida
PPM® de duas formas: 1ml L no meio de cultura, e 5 ml L sob agitacdo durante 4 horas e; 3)
0 material vegetal foi separado conforme a origem (oriundo do campo e do estufim) e aplicado
0s seguintes tratamentos: presenca do biocida PPM®em meio de cultura (1,5 ml L), e NaOCI
(2% v v1) por 15 e 20 minutos de contato com o explante. Na etapa de multiplicagdo in vitro,
foram testados os meios de cultura MS e WPM e a adi¢do da citocinina BAP nas concentracdes
de: 0; 2; 4 e 6 mg L. Na etapa de inducéo de calos, foi testado a organogénese indireta via
explante foliar. Os tratamentos foram: posicéo de contato da face foliar com o meio de cultivo
(abaxial e adaxial) e a combinagdo dos horménios vegetais BAP e ANA em diferentes
concentragdes (de 0 a 12 mg L. Verificou-se que o material oriundo do campo apresentou
grande contaminacéo, sendo descartado. A presenca de PPM® no meio de cultura resultou em
menores indices de contaminacao fungica (50%), quando comparado na sua auséncia (76%). A
assepsia no tempo de 20 minutos obteve os melhores resultados no combate da contaminagéo
bacteriana (5%), menor oxidacao (23%) e maior sobrevivéncia (76%) dos explantes. Observou-
se no meio MS maior oxidacdo (48%) e menor sobrevivéncia (52%) dos explantes quando
comparado ao meio WPM (26% e 74%, respectivamente). A maxima eficiéncia técnica com o
uso do BAP (3 mg L) foi de 1,22 e 1,75 3 mg L, respectivamente para nimero médio de
brotos e de folhas. Ndo houve inducéo de calos em explantes foliares apos 120 dias de cultivo
in vitro. Para a propagacao in vitro de P. willdenovii, para a desinfestacdo de segmentos nodais
é indicado o uso de NaClO (2% v/v) durante 20 minutos e de biocida PPM® (1,5 ml L) no
meio de cultura. Na etapa de multiplicacio, recomenda-se 0 meio WPM e o uso de 3 mg Lt de

BAP. Segmentos foliares ndo foram responsivos para a inducao de calogénese.
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4.2 INTRODUCAO

A micropropagacdo de plantas representa-se como alternativa para a propagacao
comercial de espécies de interesse econdmico. Embora esta técnica tenha como desvantagem o
custo elevado, a demanda de mudas de qualidade para a silvicultura (formacao de povoamentos
e a recuperacdo de areas degradadas) e para a industria farmacéutica (sintese de metabolitos
secundarios potencializados por meio do melhoramento genético), justifica a sua utilizacédo
(LIMA et al., 2007).

O cultivo in vitro, constitui uma estratégia importante para solucionar problemas ndo
apenas no ambito da propagacdo, mas também do melhoramento genético e da biotecnologia
de plantas, especialmente das lenhosas perenes (ERIG; SCHUCH, 2003). De acordo com Paiva
(2000), esta técnica vem sendo aplicada com sucesso para obtencdo de mudas sadias para um
grande numero de espécies economicamente importantes ou com dificuldades de propagacéo,
como € o caso de Persea willdenovii.

A cultura in vitro de P. willdenovii, ainda pouco explorada, apresenta potencial diante
de outras técnicas de propagacdo assexuada, porém ha entraves relacionados com o baixo
potencial morfogénico e as contaminagdes dos explantes (FIOR et al., 2007).

Vaérios protocolos de micropropagacdo tém sido estudados para diversas espécies. No
entanto, o sucesso deste processo depende de alguns fatores, como tipo de explante, meio de
cultura, regulador de crescimento, dentre outros (DESCHAMPS, 1993; KOMALAVALLLI;
RAO, 2000).

Para o desenvolvimento de um protocolo de micropropagacdo de uma espécie, é
necessario primeiramente o estabelecimento in vitro. Espécies nativas lenhosas apresentam
certa dificuldade no cultivo in vitro, em decorréncia principalmente da oxidacdo e da
contaminacéo dos explantes (SATO et al., 2001).

Diversas partes da planta matriz podem ser utilizadas como fonte de explante. A escolha
do material vegetativo pode ser influenciada por varios fatores como: disponibilidade do
material, nivel de contaminacdo, juvenilidade do tecido, entre outros. Os requerimentos
nutricionais também podem variar, assim como o tipo e quantidade de fitorreguladores (CID;
TEIXEIRA, 2010). No entanto, vale ressaltar que 0 sucesso da micropropagacéo,
independentemente do explante utilizado, esta sujeito ao efeito do gendtipo da planta matriz em
resposta aos estimulos in vitro (STEIN et al., 2009).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes protocolos de propagacéo

in vitro em material de resgate vegetativo de P. willdenovii.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Para a propagacdo in vitro de P. willdenovii foram utilizadas brota¢cdes oriundas de
resgate vegetativo. Durante as coletas das brotacdes, foi aplicado Frexus® (fungicida,
bactericida e esporolicida a base de oxicloreto de calcio) sobre o material vegetativo, na
quantidade de 0,2g L. O transporte das brotac@es originadas de arvores aneladas no campo foi
feito em caixa de isopor contendo gelo no fundo e coberto por folhas de papel umedecido com
agua e conduzido para a Universidade do Estado de Santa Catarina, num prazo maximo de
duas horas.

Os experimentos de propagacdo in vitro foram realizados no Laboratério de
Micropropagacdo Vegetal - LMV do Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV da
Universidade do Estado de Santa Catarina— UDESC em Lages/SC durante o ano de 2016.

4.3.1 Estabelecimento in vitro

Para esta etapa, primeiramente, foi realizada uma lavagem superficial das brotacfes
(Figura 13a) com o uso de detergente neutro e imersdo em agua corrente por 15 minutos. Em
seguida, o material foi segmentado em tamanhos menores (£3 cm) e levados para a cAmara de

fluxo laminar (Figura 13b), onde ocorreu a desinfestacdo dos explantes.

Figura 13 - BrotagOes de P. willdenovii utilizadas no estabelecimento in vitro (a) e cdmara de
fluxo laminar (b), no qual foi realizada a desinfestacdo e manipulagéo do material.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (MURASHIGE; KOOG, 1962) com 50% da

concentragéo de sais originais, adicionados 30 g L™ de sacarose, 0,1 g L™ de mio-inositol, 6 g
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L de agar e 1,5 g L! de carvéo ativado. Os recipientes utilizados foram tubos (150 x 25 mm)
contendo 15 ml L de meio de cultura. O pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 antes da
autoclavagem a 120 °C e 1 atm por 20 minutos.

Foram avaliadas trés metodologias para a desinfestacdo dos explantes.

Experimento | - foram testadas concentracGes do agente desinfetante hipoclorito de
sodio (NaClO): 1; 2; 2,5; 3; 4 e 5% de cloro ativo em contato com os explantes por 15 minutos.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repeti¢cdes contendo trés
explantes em cada tratamento.

Experimento I - foi testado o uso do biocida PPM® de duas formas: i) adicionado em 1
ml Lt no meio de cultura e ii) explantes sob agitagdo por quatro horas, em contato com 5 ml L
! do produto. No tratamento com adicéo do biocida em meio de cultura a assepsia foi realizada
com NaClO 2% (v/v) por 15 minutos. E, no tratamento sob agitacdo, ndo houve contato com
outro agente desinfetante, sendo os explantes introduzidos diretamente no meio de cultura. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis repeticfes contendo trés
explantes em cada tratamento.

Experimento Ill - foi separado o material conforme o método de resgate vegetativo
utilizado: oriundo do campo (anelamento e semianelamento) e do estufim (galhos podados).
Foram testados os seguintes tratamentos: i) presenca ou auséncia do biocida PPM®em meio de
cultura, na concentragéo de 1,5 ml L%, e ii) tempos de imersdo em hipoclorito de sodio (2% de
cloro ativo): 15 e 20 minutos de contato com o explante. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2 (biocida x assepsia), utilizando-se seis
repeticdes de cinco explantes em cada tratamento.

O baixo nimero de repeticdes e a ndo utilizagdo do tratamento controle foi estabelecido
por causa do nimero de segmentos nodais limitados. Apesar da técnica de resgate vegetativo,
que originou o material utilizado nestes experimentos, ter emitido um nimero consideravel de
brotacdes, 0 espaco entre uma gema e outra eram relativamente grandes, resultando em um
baixo nimero de explantes.

Em todos os experimentos, exceto para o tratamento com agitacdo em biocida Plant
Preserve Mixture (PPM®), ap0s a assepsia, 0s explantes foram lavados trés vezes com &gua
destilada autoclavada e incubados em meio de cultura. O material foi mantido no escuro por
sete dias e, apds esse periodo, cultivado em sala de crescimento sob temperatura de 25°C + 3
°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 uM m2 s, fornecida por lampadas

fluorescentes brancas frias.
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As avaliacOes, de todos os experimentos, foram feitas durante um periodo de 28 dias,
no qual, semanalmente, foram avaliadas a incidéncia de contaminagdo fingica e bacteriana;
oxidacdo e taxa de sobrevivéncia dos explantes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e/ou de regressdo a 5% de probabilidade de erro através do programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011).

4.3.2 Multiplicagéo in vitro

Segmentos caulinares com uma gema previamente estabelecidos in vitro, de tamanho 3
+ 0,5 cm, foram utilizados para realizacdo desta etapa (Figura 14). Foram avaliadas diferentes
concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0; 2; 4 e 6 mg L) em dois meios de cultura:
meio MS (Apéndice a) e 0o meio WPM (apéndice b). Todos os meios foram suplementados com
30 g L* de sacarose, 0,1 g L™ de mio-inositol e 6 g L™ de agar. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 2 (4 concentracGes de BAP e 2 meios de

cultura) com seis repeticdes contendo seis explantes em cada tratamento.

Figura 14 - Explante de P. willdenovii utilizados para a etapa de multiplicacéo in vitro.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Os explantes foram cultivados em sala de crescimento sob temperatura de 25°C + 3 °C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 uM m= s fornecida por lampadas
fluorescentes brancas frias. Apos um periodo de 60 dias, foram avaliados comprimento do ramo
principal, nidmero de brotos, comprimento médio dos brotos, nimero de folhas e,
posteriormente, calculado a porcentagem de explantes com brotacbes. Os dados foram

submetidos a andlise de variancia, as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey
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ou anélise de regressao a 5% de probabilidade de erro através do programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011).

4.3.3 Inducéo de calos

As folhas, coletadas de ramos provenientes de resgate vegetativo, foram lavadas em
agua corrente e detergente neutro e, em seguida, segmentadas em por¢des menores (1 cm?). Em
camara de fluxo laminar, os segmentos foliares foram imersos em etanol 70% (v v*) por 1
minuto e em solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,0% de cloro ativo por 15 minutos, em
seguida, enxaguados trés vezes em agua destilada autoclavada.

Os segmentos foram seccionados em explantes de £1 cm? (Figura 15) contendo a
nervura foliar central e inoculados na posicao abaxial e adaxial da folha em frascos, de 100 mL,
contendo 30 mL de meio de cultura MS (MURASHIGEE; SKOOG, 1962). O meio foi
suplementado com 30 g L? de sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol, 5,5 g L™ de agar e os
tratamentos constituiram-se de diferentes combinacées de BAP e Acido Naftaleno Acético
(ANA) nas concentracdes de 0 a 12 mg L™ (Tabela 5). O pH do meio foi ajustado para 5,8 +
0,1 antes da autoclavagem, a 120°C e 1 atm por 20 minutos.

Figura 15 - Explantes foliares de P. willdenovii utilizados para a inducéo de calos.
R

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Os explantes foram mantidas no escuro por 10 dias e, apds este periodo, cultivados em
sala de crescimento sob temperatura de 25°C + 3°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 20 uM m st fornecida por Iampadas fluorescentes brancas frias. As avaliagdes de
contaminacg&o, oxidacdo e crescimento de calos foram feitas semanalmente até atingir 120 dias

apos a inoculagéo.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 10 (A x D), sendo o fator A composto pelas posi¢des da folha e o fator D as
combinagbes de concentracbes de ANA/BAP. Foram utilizandas cinco repeticGes de quatro

segmentos foliares em cada tratamento.

Tabela 5 - Posicédo da face foliar e concentragtes de BAP e ANA testados em meio de cultura

MS na inducéo de calogénese de P. willdenovii.

Fitorregulador (mg.L

Tratamento Posicéo face foliar
BAP ANA
1 Abaxial 0 0
2 Abaxial 4 4
3 Abaxial 8 8
4 Abaxial 12 12
5 Abaxial 0 4
6 Abaxial 0 8
7 Abaxial 0 12
8 Abaxial 4 0
9 Abaxial 8 0
10 Abaxial 12 0
11 Adaxial 0 0
12 Adaxial 4 4
13 Adaxial 8 8
14 Adaxial 12 12
15 Adaxial 0 4
16 Adaxial 0
17 Adaxial 0 12
18 Adaxial 4 0
19 Adaxial 8 0
20 Adaxial 12 0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.



56

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Estabelecimento in vitro

Os experimentos | e 11 ndo apresentaram diferencas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Verificou-se elevada ocorréncia de contaminacdo durante as quatro semanas
seguintes da retirada do material do escuro para o ambiente de luminosidade, sendo que entre

80 a 90% do explantes tiveram contaminagdes fungicas e bacterianas (Figura 16).

Figura 16 - Contaminacdes em explantes de P. willdenovii oriundos do material de resgate
vegetativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

As plantas lenhosas apresentam dificuldades para o estabelecimento in vitro,
principalmente, devido a contaminacdo e oxidacdo. Os microrganismos contaminantes
competem com 0s explantes pelos nutrientes do meio de cultura e provocam danos diretos e
indiretos pela colonizagdo de seus tecidos, podendo eliminar no meio, metabolitos toxicos as
plantas (MONTARROYOS, 2000). Fior et al (2007), também relataram elevada proporcao de
contaminacdo por microorganismos de origem flingica e bacteriana (74%) em semeadura in
vitro e micropropagacdo de tecidos ndo juvenis de P. willdenovii. De acordo com 0s mesmos
autores, apés diversos subcultivos a contaminacdo de origem enddgena permaneceu em parte
do material.

No experimento Ill, os materiais vegetais oriundos do campo (resgate vegetativo via
anelamento e semianelamento 75% e 50%, respectivamente) também apresentaram alto indice
de contaminacgdes fungicas e bacterianas, os quais foram descartados, restando apenas o

material oriundo do estufim.
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N&o houve interacdo (p<0,05) do tempo de imerséo de NaOCI e a presenca do biocida
PPM® para as variaveis avaliadas. Com relacdo a contaminac&o por fungos, apenas o tratamento
de biocida em meio de cultura foi significativo, sendo que a presenca do PPM® correspondeu
a menor porcentagem de contaminacdo (50%) quando comparado na sua auséncia (76%)
(Figura 17).

Figura 17 - Porcentagem de contaminacao por fungo em explantes de P. willdenovii sob a

presenca/auséncia do biocida PPM® (1,5 ml L) no meio de cultura MS 50%.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. *Médias diferem entre si a 5% de probabilidade de erro.

O composto PPM® é um biocida de amplo espectro contra 0s contaminantes comuns na
técnica de cultura in vitro (NIEDZ, 1998). Assim como neste trabalho, Jiménez et al. (2006)
também observaram que a presenca de PPM®, adicionado ao meio de cultura, foi eficaz para
controlar a contaminacdo somente daqueles explantes oriundos de plantas em casa de
vegetacdo, sendo que para o material oriundo do campo néo obtiveram resultados satisfatorios
em relacdo ao controle da contaminacdo. Fato este esperado, pois as plantas do campo estdo
mais expostas a contaminagdes superficiais (TEIXEIRA, 2001).

Segundo Babaoglu e Yorgancilar (2000), o uso de 2 mL L™* de PPM® no meio de cultura
também foi o suficiente para controlar contaminagdes microbianas sem afetar a germinagéo de
sementes e o desenvolvimento de explantes de Poterium sanguisorba.

Este biocida, nas concentragdes recomendadas pelo fabricante (0,5 a2 ml L) tem sido
eficiente em controlar contaminagdes de fungos ou de bactérias quando o inoculo encontra-se

baixa densidade no explante. Porém, quando expostos a maiores densidades, concentracfes
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elevadas de PPM sdo requeridas (NIEDZ, 1998). Rowntree (2006) salienta que altas
concentragdes desse biocida podem levar a fitotoxidade dos explantes.

Ja as variaveis contaminacéo bacteriana, oxidacao e sobrevivéncia dos explantes foram
influenciadas pelo tempo de imersao do material em NaClO (Figura 18), sendo que os explantes
em imerséo por 20 minutos obtiveram os melhores resultados no combate a contaminacao

bacteriana (5%), menor oxidagéo (23%) e maior sobrevivéncia (76%) dos explantes.

Figura 18 - Porcentagem de contaminacéo bacteriana, oxidacao e sobrevivéncia dos explantes
de P. willdenovii sob o tempo de imersdo em NaOCI (20 e 15 minutos) no estabelecimento in
vitro.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. *Médias diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Dentre os produtos mais comuns usados na assepsia dos explantes, esta o hipoclorito de
sodio, usado geralmente na concentracdo de 2%, entre 5-30 min, como neste trabalho. O
mecanismo de acdo do cloro ndo é bem conhecido, embora algumas hipdteses sugiram que ha
uma combinacdo com proteinas da membrana celular dos microrganismos, assim formando
principal vantagem é a solubilidade em &gua e; portanto, facil remocéo, evitando efeitos
residuais toxicos que podem provocar pardeamento via oxidagdo fenolica (CID;
ZIMMERMANN, 2006).
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As concentracdes e tempo de contato das solugbes desinfestantes com o material
vegetativo podem variar muito, sendo necessario a adequacdo de acordo com a espécie,
sensibilidade do tecido a ser desinfestado e o nivel de contaminacdo (MONTARROYOS,
2000).

Neste trabalho, os contaminantes bacterianos manifestaram-se ap6s a primeira semana
de avaliacdo, na base dos explantes cultivados in vitro, e continuaram a aparecer
posteriormente. Em geral, o material vegetativo sobreviveu a contaminacao bacteriana. Porém,
estas contaminacdes atribuiram consideraveis limitacdes de desenvolvimento dos explantes.

A contaminacéo de origem enddgena em espécies lenhosas € relatada por muitos autores
(FIOR et al. 2007; BIASI et al. 1994; RODRIGUES et al. 1996; PALU et al., 2011) sendo
considerada um fator critico para o estabelecimento de protocolos, pois ao longo do tempo
retardam o desenvolvimento do material.

E conhecido, de maneira geral, que baixas doses de um agente desinfetante associadas
a curtos tempos de imersdo favorecem a sobrevivéncia dos explantes, contudo, essa condi¢ao
nem sempre promove uma desinfestacdo adequada. No caso inverso, de maior tempo de
imersdo, o controle do patdgeno pode ser mais eficiente, porém, a viabilidade dos explantes
pode ser reduzida, com perdas de material por fitotoxidez (BARRUETO; ZIMMERMANN,
2006). Corroborando, a assepsia de explantes de erva mate (lllex paraguariensis) com NaClO
por 35 minutos chegou a afetar 52,5% do material, ja o tratamento com menor tempo de contato
com o agente desinfestante (15 minutos) houve oxidacdo de apenas 15% do material
estabelecido (HORBACH, 2008).

A oxidacéo fendlica também é considerada um entrave no desenvolvimento do cultivo
in vitro. Neste trabalho, foi observado que o material vegetal teve maior nimero de oxidacgdes
na segunda e terceira semana de avaliacdo. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), esse
problema é particularmente sério no isolamento de explantes de espécies lenhosas, cujos tecidos
sd0 mais ricos em compostos fenolicos, precursores da sintese de lignina. Este problema
também foi relatado por Fior et al (2007) para P. willdenovii e para outras espécies do género
Perseae, como P. americana, P. indica e P. venosa (NELL et al., 1983; RODRIGUES et al.,
2001; RODRIGUES et al., 1998), nos quais, de modo geral, as respostas ao cultivo in vitro sdo
similares.

A utilizagdo de carvdo ativado na concentracdo de 1,5 g L™ em testes preliminares
diminuiu a oxidacdo dos explantes, ainda que presente nos estabelecimentos de P. willdenovii
(Figura 19).
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Figura 19 - Explantes de P. willdenovii oxidados (a) e cultivo de meio de cultura com carvéo
ativado (b).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

Os valores de oxidagdo encontrados neste trabalho ndo foram proporcionais ao tempo
de contato de assepsia com NaClO, provavelmente, devido a proximidade de tempo dos
tratamentos (15 e 20 minutos). Em testes preliminares, nos maiores tempos de contato com o
hipoclorito ndo houve sobrevivéncia dos explantes.

As dificuldades no estabelecimento in vitro de P. willdenovii devido a contaminacéo e
oxidacdo dos explantes continua apesar do rejuvenescimento do material vegetativo,
possivelmente isto pode estar relacionado a genética da espécie. Outras espécies do género
Persea também encontram entraves na micropropagacdo. O abacateiro (Persea americana
Mill.), com estudos in vitro publicados desde 1987 sobre inUmeras cultivares, tem relatos
semelhantes aos encontrados neste trabalho. Segundo Cooper (1987) estacas nodais in vitro da
cultivar ‘Duke 7’ ndo foram bem sucedidas pois a taxa de crescimento diminuiu ap6s 6 meses,

com sintomas de desequilibrio de nutrientes.

4.4.2 Multiplicagéo in vitro

N&o houve interagdo dos fatores (p<0,05) (meios de cultura e concentracfes de BAP)
nas variaveis avaliadas. O meio de cultura influenciou na oxidagdo, sobrevivéncia e
porcentagem de brotacdo dos explantes (Tabela 6). Nos explantes em meio MS, observou-se
maior oxidacédo (48%) e menor sobrevivéncia (52%) quando comparado ao meio WPM (26%
e 74%, respectivamente). Esse fato pode ser explicado devido a diferenca de concentracdo dos
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sais entre os meios. Segundo Saadat e Hennerty (2002), os meios de cultura MS e WPM sé&o
similares, pois ambos possuem em suas formulagGes macronutrientes, micronutrientes,
carboidratos, sacarose, e alguns compostos organicos, como vitaminas e aminoacidos.
Entretanto, o meio de cultura WPM possui menores concentracdes de sais (especialmente
nitrogénio e potéassio) quando comparado ao meio MS, o qual contém altas concentracfes de
sais, sobretudo os ions nitrato e aménio. Devido a isso, 0 meio WPM (LLOYD; MCCOWN,

1981) é o mais usual e eficiente para espécies lenhosas (CALDAS et al., 1998).

Tabela 6 - Oxidagéo, sobrevivéncia e brotacéo (%) de explantes de P. willdenovii cultivados
em meio de cultura WPM e MS.

Meio de Cultura Oxidacéo (%) Sobrevivéncia (%) Brotacéo (%)
WPM 26,0 b* 74,0 a 53,0a
MS 48,0 a 520b 32,0b

Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. *Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem entre si a 5% de

probabilidade de erro pelo teste de Tukey.

Tecidos de plantas lenhosas usadas na micropropagacdo podem ser afetados pela
presenca excessiva de componentes do meio nutritivo que conduzem a desordem metabdlica e
morfologica. Algumas espécies, quando cultivadas in vitro, sdo suscetiveis a uma reacéo de
hipersensibilidade as condicGes de estresse do meio, desenvolvendo variacdes anormais,
assinalada por desordens fisioldgicas generalizadas, podendo, em casos extremos, levar a morte
da cultura (ZIMMERMAN, 1984).

No entanto, as respostas fisioldgicas das espécies sao variadas. Segundo Bassan et al.
(2006), para o cultivo in vitro de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.), 0 meio MS teve
melhores respostas na sobrevivéncia e estabelecimento do que aqueles explantes mantidos no
WPM, sugerindo que 0 MS é mais adequado as necessidades de desenvolvimento para esta
espécie. Ja para a micropropagacdo de caixeta, Dydimopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et
Planch, Mantovani et al. (1999) indicaram o meio WPM. Esses resultados refor¢cam a tese de
que o comportamento in vitro de uma espécie ndo pode ser previsto partindo do resultado de
outras, devendo ser testado caso a caso.

A porcentagem média de brotacdo de P. willdenovii também foi superior naqueles
explantes cultivados em meio WPM (53%) em comparacdo aqueles do meio MS (32%).

Resultado semelhante também foi relatado para louro-pardo (Cordia trichotoma (Vell.) Steud.),
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no qual houve maior desenvolvimento dos brotos cultivados em meio WPM do que aqueles em
MS (MANTOVANI et al., 2001). No entanto, Amaral (2006), cita que as formulagdes salinas
de MS ou WPM néo afetaram a multiplicacdo em microestacas de cedro (Cedrela fassilis), mas
que a presenca de 5 uM de BAP favoreceu o aumento do numero de gemas laterais.

As concentracdes de BAP influenciaram significativamente no nimero de brotaces e
de folhas novas (Figura 20). As doses intermediarias de BAP (2 e 4 mg L) proporcionaram as
melhores respostas, sendo que a maxima eficiéncia técnica (MET) para o nimero de brotos e
de folhas foi de 3 mg L™,

Figura 20 - Numero médio de brotacdes e de folhas novas em explantes de P. willdenovii

cultivados in vitro sobre as doses de 0, 2, 4 e 6 mg L™ de BAP.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.

As citocininas sdo reguladores de crescimento consideradas fundamentais para indugao
e proliferagdo de gemas axilares in vitro. Entre os varios tipos de citocininas, o BAP, utilizado
neste estudo, € o mais utilizado para a multiplicacdo de parte aérea, sendo usadoo em
aproximadamente 60% dos meios de cultura destinados a multiplicacdo in vitro (SANTOS,
2001). Segundo Paiva e Aloufa (2009), o BAP tem sido muito eficaz para promover a
multiplicacdo de diversas espécies, apresentando resultados positivos na multiplicagéo de parte
aérea e inducdo de gemas adventicias e, consequentemente, no aumento de folhas.

Para Pasqual e Barros (1992), assim como neste trabalho, o melhor resultado para

multiplicacdo de segmentos nodais de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens Mart.), foi
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observado na concentragio de 4 mg L de BAP. Em contrapartida, concentracdes acima de 4
mg L* ndo foram eficientes na inducdo de brotos axilares em segmentos nodais de murici-
pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), provavelmente, devido ao efeito fitotdxico do
regulador de crescimento BAP (NOGUEIRA, 2003).

Segundo Brum et al. (2002) a multiplicacéo de brotagcdes com o uso de BAP pode estar
relacionada com a influéncia da carga genética da planta matriz, do regulador vegetal utilizado
para o auxilio da divisao celular e na quebra de dorméncia das gemas axilares, até entdo inibidas
pela dorméncia apical.

Os resultados obtidos na multiplicagdo in vitro de P. willdenovii s&o promissores e
mostram a viabilidade do uso desta técnica em programas de multiplicacdo e conservagédo desta
espécie. No entanto, novos trabalhos devem ser realizados visando 0 aumento no nimero de
brotos explorando, como por exemplo, experimentos sobre a influéncia do ambiente

(temperatura, luz, solidez do meio de cultura, etc) na indugcdo de novos brotos.

4.4.3 Inducéo de calos

N&o houve formacao de calos nos explantes foliares expostos aos tratamentos avaliados.
Observou-se, de uma forma geral, que as folhas apresentaram coloracéo verde claro até os 15
dias apos a inoculacgdo, tornando-se bege aos 60 dias de cultivo, e apos este periodo, a coloracido
mudou para marrom. Aos 120 dias de cultivo in vitro houve morte dos tecidos dos explantes,

provavelmente devido a falta de condigOes para o desenvolvimento (Figura 21).

Figura 21 - Explantes foliares de P. willdenovii oxidados ap6s 120 dias em meio de cultivo
para inducdo de calogénese.
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A compreensdo dos processos fisiologicos que regulam a desdiferenciacdo e a
rediferenciacdo celular € uma etapa fundamental na regeneracdo de plantas in vitro. Essa
mudanca do desenvolvimento celular passa por sucessivos processos (SUGIYEMA, 1999), no
qual ndo foi possivel neste trabalho com P. willdenovii, porém nédo se sabe exatamente aonde
ocorreu o entrave.

Teoricamente, em uma primeira fase, denominada de aquisicdo de competéncia
organogenética, ocorrem alteracdes citoldgicas em resposta aos sinais hormonais. Entende-se
por competéncia celular a habilidade das células somaticas em expressar a capacidade de
desdiferenciacdo celular. A fase seguinte, denominada de determinacg&o, o programa celular é
direcionado para um alvo morfogenético especifico. A ultima fase, diferenciacdo, as células
expressam a morfogénese ou a calogénese. Essas alteracfes no programa morfogenético sdo
mais dificeis de serem controladas em espécies arboreas em funcdo da elevada presenca de
substancias oxidativas (PREECE, 2008).

O tipo de calo formado em um determinado geno6tipo, seu grau de diferenciacéo celular
e potencial morfogenético dependem, sobretudo, do explante, meio de cultura e fitoreguladores.
Para ocorrer a inducdo de calo, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como explante.
Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior proporcdo de tecido
meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Em geral, explantes oriundos de tecidos jovens,
ndo lignificados, sdo mais apropriados para a inducao de calo (PIERIK, 1990). Porém, neste
experimento, a face de contato da folha com o meio de cultura ndo influenciou na inducéo da
calogénese.

Em relacdo aos reguladores de crescimento, os tipos (BAP e ANA) e concentragdes (0
a 12ml LY utilizadas neste trabalho também ndo foram responsivas. Segundo Gueye et al.
(2009) a concentracdo e o balanco de auxinas e citocininas sdo fatores determinantes na
diferenciagéo celular e no padréo de desenvolvimento in vitro. As auxinas desencadeiam 0s
processos de desdiferenciacdo (modelo indireto) e rediferenciagdo (modelo direto) in vitro,
alterando a determinacéo e conferindo novas competéncias as células responsivas dos explantes
(FEHE'R et al. 2003). Além disto, a alteracdo do programa ontogenético € regulada,
especialmente, pela auxina exdgena que, de acordo com sua concentragdo, pode favorecer
determinada rota do desenvolvimento celular (GUEYE et al., 2009). Ja& as citocininas,
estimulam a divisdo celular e podem induzir a embriogénese somatica (MELLO et al. 2000).

Vérias espécies de plantas medicinais tém sido submetidas a experimentos de indugéo

de calos utilizando reguladores vegetais (LAMEIRA et al., 1994). Ao contrario deste trabalho,
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geralmente, de acordo com Tisserat (1985), concentracdes semelhantes de auxina e de
citocinina no meio promovem a formacéo de calos, mas isso varia em fungdo do balanco
hormonal de cada espécie.

A escolha do fitorregulador a ser utilizado na cultura in vitro dependera do tipo de
morfogénese desejada; de seu nivel endégeno no explante no momento da excisdo; da
capacidade do tecido sintetizar o regulador durante o periodo de cultura; e da possivel interacdo
entre os horménios vegetais enddgenos e aqueles adicionados ao meio (SANTQOS, 2003). Nas
condicdes deste trabalho, os fitorreguladores BAP e ANA e suas combinacdes, nas doses de 0
a12ml L%, ndo contribuiram para a indugdo da calogénse de P. willdenovii, podendo ainda ser
testados outros tipos de fitorregulares e concentragdes.

Ainda que com limitacGes, os autores Witjaksono et al. (1999) estabeleceram protocolo
na inducdo de embriogénese somatica para Persea americana Mill., que pode ser utilizado
como base para futuros trabalhos visando um método alternativo para a cultura de tecidos de P.

willdenovii.

45 CONCLUSAO

Para a micropropagacdo de brotacdes rejuvenescidas de P. willdenovii, na etapa de
estabelecimento, ¢ indicado a adicdo do biocida PPM® (1,5 mg L) no meio de cultura, para o
combate a contaminacdo fungica, e a assepsia com o agente desinfetante hipoclorito de sodio
2% (v v') durante 20 minutos, visando menor contaminagio bacteriana e maior sobrevivéncia.

Na fase de multiplicacdo in vitro, o uso do meio de cultura WPM favorece a
sobrevivéncia e a porcentagem de brotacio, e a citocinina BAP, na dose de 3 mg L™, promove
maior nimero de brotos e de folhas.

Na organogénese indireta, via segmentos foliares, o cultivo com BAP e ANA (e as
concentracdes combinadas de 0 a 12 mg L) em ambas exposicoes faciais da folha (abaxial e
adaxial) em contato com o meio de cultura, ndo foram responsivos para a inducdo de

calogénese.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de resgate vegetativo de P. willdenovii foram eficientes na producéo de
novos brotos, especialmente o0 método de galhos podados, podendo ser utilizado em trabalho
futuros aliados a outros métodos de propagacao vegetativa.

S80 necessarios outros estudos visando o estabelecimento de protocolos para a
propagacdo in vitro de P. willdenovii. Naturalmente, a espécie cresce e se desenvolve
lentamente, e o cultivo in vitro precisa ser aperfeicoado constantemente para que essa técnica
possa ser utilizada na propagacao clonal. Assim como relatado em outros trabalhos, no presente
estudo, apesar do rejuvenescimento do material, os explantes apresentaram baixo poder
morfofisiolégico de desenvolvimento in vitro.

A contribuicdo deste trabalho deve ser considerada como base para pesquisas futuras.
Existem diversos fatores que devem ser pesquisados visando o estabelecimento de um
protocolo com potencial de producdo comercial de mudas e/ou para uso na biotecnologia dessa
espécie, como testar outros agentes desinfetantes no estabelecimento, assim como o uso de
bactericida; testar a influéncia da sacarose, assim como qualidade de luz e diferentes
temperaturas da sala de crescimento para obtencdo de maior nimero de brotos, dentre outros
experimentos nas proximas fases (enraizamento e aclimatizacéo).

Para obter resultados mais precisos e rapidos é fundamental a elucidacéo fisiologica e
genética da planta, principalmente aspectos relacionados ao desenvolvimento (vegetativo e
radicular), que determinam respostas diferentes, e podem estar causando estes entraves nos
processos de propagacao.

A popularidade da espécie e seus beneficios medicinais foram relatados por muitas
pessoas ao longo da conducdo deste trabalho, sendo que as primeiras pesquisas e relatos
cientificos sobre as propriedades medicinais foram publicados recentemente por Somensi em
2015. E imprescindivel a continuacio de trabalhos sobre 0 manejo correto dos usos, producéo
de mudas e outras técnicas que contribuam para enriquecimento do cultivo em oposicao a

exting¢do de P. willdenovii.
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7 APENDICES
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A) Correlacdo do numero de brotos em funcéo do DAP (a), altura (b) e indice de luz (c) na

base do tronco em arvores de P. willdenovii submetidas as técnicas de resgate vegetativo

(aos 120 dias apds a aplicacao dos tratamentos) (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2016.



82

B) SOLUCAO ESTOQUE MEIO MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962):

Solucdo Estoque Componentes Concentracéo Concentragédo
na solucao Final
estoque (1 L)
A NH4NO3 82,5 ¢ 1,650 g.L?
B KNOs 95 g 19 gL?
MgSO47H20 74 g 370 mg.L?
C MnSO4H-0 3,38 ¢ 16,9 mg.L*
ZnS047H20 1,72 ¢ 8,6 mg.L?
CuS045H20 5 mg 0,025 mg.L*
CaClzou 66,6 g 333 mg.L?
D CaCl22H,0 85,12 g
H3BO3 1,24 ¢ 6,2 mg.L*!
KH2PO4 344 170 mg.L?
E KI 166 mg 0,83 mg.L?
NaMoO42H-0 50 mg 0,25 mg.L?
CoCL6H20 5 mg 0,025 mg.L*
F Na;EDTA 3,725¢ 37,25 mg.L™
FeS047H.0 5,57 g 27,85 mg.L
Ac. Nicotinico 50 mg 0,5mg.L?
G Piridoxina 50 mg 0,5mg.L?
Tiamina 50 mg 0,5mg.L?
Glicina 200 mg 2 MG.L?




C) Solucéo estoque Meio WPM (Wood Plant Media — LIoyd e McCown, 1980)

Concentracéo
Solugéo Componentes na solucgao Concentracéao
estoque estoque Final
aL)
A NHsNO3 409 400,0 g.L?
B Ca(NO3)24H20 55,6 g 556 mg.L*
C CaCl22H,0 9,6 ¢ 96 mg.L*?
HsBOs 0,629 6,2 mg
KH2PO4 17,09 170 mg
D NaMo042H20 0,025 g 0,25 mg
E MgSQO47H20 379 370 mg
MnSO4H-0 2,23 ¢ 22,3 mg
ZnS047H,0 0,860 g 8,6 mg
CuS0O45H20 0,025 g 0,25 mg
Na,EDTA 3,73¢g 37,3 mg.L?
F FeSO47H20 2,78 ¢ 27,8 mg.L?
Ac. Nicotinico 0,100 g 1 mg.L?
G Piridoxina 0,100 g 1mg.L?
Tiamina 1g 10 mg.L?
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