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APRESENTAGAO

O livro “Ecofisiologia e Nutricio de Espécies Frutiferas e Arboreas” apresenta, em seus dez
capitulos, informagoes provenientes de revisao de literatura e trabalhos técnicos cientificos com intuito de
fortalecer o conhecimento sobre as respostas morfofisiologicas de espécies de interesse da cadeia
produtiva da fruticultura e silvicultura.

O padrio da biodiversidade em diferentes fitofisionomias em areas florestais, especialmente
nativas, tem reduzido em funcao de diversas praticas desordenadas, as quais sio provenientes da a¢ao
antropica realizada de maneira intensiva sobre os recursos naturais renovaveis. Além disso, a exploracio
dos recursos fitogenéticos de maneira extrativista, ndo amigavel, ¢ um agravante que pode implicar na
extingao de muitas espécies, que além dos servigos ecossistémicos gerados, também possuem propriedades
medicinais e alimenticias promissoras para sua agregacao de valor em bioprocessos.

Em funcio das alteracSes na ecologia da paisagem e de praticas inadequadas nos agroecossistemas,
mudancgas ambientais tem ocorrido constantemente no Mundo, refletindo em aumento pronunciado da
temperatura, irregularidade de precipitacbes ou inundacOes temporarias em algumas regides, podendo
afetar drasticamente tanto as fruteiras de interesse comercial tradicionalmente cultivadas, bem como das
espécies nativas e esséncias florestais.

Portanto, o conhecimento acerca das respostas ecofisiologicas e de crescimento em fungao dos
fatores abidticos, tal como agua, luz, e da nutricao mineral de plantas, bem como as tecnologias biolégicas
no solo e de mitigagdo do estresse sdo imprescindiveis para obten¢ao de mudas de elevada qualidade, as
quais podem ser inseridas em areas em processo de recuperacio ambiental, enriquecimento de matas
nativas ou sistemas integrados de produc¢ao e pomares comerciais.

Assim, os capitulos apresentados sio constituidos de resultados de pesquisa de trabalhos sobre os
efeitos do déficit hidrico, alagamento, luminosidade, toxicidade de aluminio, polimeros hidroretentores,
uso de fertilizantes minerais e fungos micorrizicos arbusculares para producio de mudas frutiferas e
florestais, a fim de assegurar as cadeias produtivas e a conservagao da biodiversidade floristica.

Os agradecimentos dos organizadores aos autores pela dedicagdo e empenho na produgao dos
materiais de qualidade, os quais serdo bases norteadoras para o estabelecimento de praticas no setor da
fruticultura e da silvicultura, visando o fortalecimento do desenvolvimento sustentavel.

Esperamos por meio desta obra difundir informagoes técnicas que possam contribuir para
obteng¢ao de mudas de elevada qualidade para conservagao da flora, bem como sua exploragao sustentavel.

Otima leituralll

Cleberton Correia Santos

Silvana de Paula Quintio Scalon
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Capitulo VI

Propagacio in vitro da canafistula (Peltophorum dubium

(Spreng.) Taub.)
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INTRODUCAO

A canafistula (Peltophorum dubinm (Spreng.) Taub.) é uma leguminosa arbérea de grande porte, da
familia Caesalpinaceae, com grande potencial para reflorestamento devido sua ocorréncia natural em
diversos tipos de solo, com baixa exigéncia quanto a fertilidade quimica do solo e apresenta plasticidade
adaptativa (Carvalho, 1994). Tendo em vista a necessidade de ampliagao da base de dados de espécies
nativas e gendtipos potenciais para cada regido do pafs, tém-se buscado conhecer mais a respeito da
silvicultura de espécies nativas que tenham crescimento rapido, aliado a alta produtividade de madeira
(Bertolini et al., 2015).

A propagacao da maioria das espécies florestais ocorre via semente, a qual gera variabilidade
genética, resultado da recombinagao génica ou das diversas possibilidades de recombinag¢ao dos gametas
femininos e masculinos durante a fecundagdo (Gauer; Cavalli-Molina, 2000). Devido a recombinagio
génica na reprodugido sexuada, resultante da polinizagao livre, genotipos elite correm o risco de deixar de
transmitir suas caracteristicas superiores a sua descendéncia. Entretanto, quando ocorre multiplicagao por
autofecundagdo ou via propagac¢ao vegetativa este risco ¢ quase nulo (Ribas et al., 2005). Dentre as formas
de propagacao vegetativa, a propagacao via cultura de tecidos pode ser uma ferramenta valiosa para obter
mudas para reflorestamento de areas perturbadas, bem como gerenciar espécies ameagadas de extingao

(Souza et al., 2017).

I TMASUL - Instituto de Meio Ambiente do Mato Grosso do Sul — Brasil.

2 Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Doutrados-Itahum, Km 12, Cidade Universitatia, CEP: 79.804-970,
Dourados-MS, Brasil.

* Autor para correspondéncia: silviasantos@ufgd.edu.br
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A cultura de tecidos representa uma das formas mais viaveis de multiplicacio de matrizes
selecionadas de espécies florestais (Oliveira et al., 2013). Contudo, os protocolos de estabelecimento
vitro e subsequentes etapas para a producao de plantas viaveis pode variar bastante entre diferentes espécies
(Ram et al., 2012). Durante o processo de micropropagagao é importante obter taxas satisfatérias de
multiplicagdo com o minimo de varia¢ao de explante para explante (Morais et al., 2012), sendo os principais
limitantes para o sucesso dessa técnica, o genotipo, a desinfestacdo superficial e a superacao de
recalcitrancia dos explantes (Borges et al., 2012). Estando  wvitro, a recalcitrancia de espécies ¢ a
incapacidade de as plantas responderem a cultura de tecidos e, de acordo com Carra et al. (2019), pode
estar relacionada a uma variedade de fatores desencadeantes. Dentre estes fatores pode-se citar os
genéticos (Mccown, 2000), a fisiologia das plantas doadoras, a manipulacdo 2 vitro e estresses da cultura 7
vitro (Benson, 2000).

A desinfestagao dos explantes ¢ um dos fatores mais criticos para o estabelecimento da cultura
asséptica z vitro (Brondani et al., 2009), sendo imprescindivel nesta etapa o controle da contaminag¢ao dos
explantes, que pode variar de acordo com a espécie estudada em fun¢ao dos microrganismos endofiticos
especificos e das condi¢Oes sanitarias das sementes (Souza et al., 2017).

Para o cultivo 7z vitre, o principal meio de cultura ¢ o MS (Murashige; Skoog, 1962), no entanto
para espécies lenhosas o WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd; Mccown, 1980) tém sido muito utilizado
(Oliveira et al., 2013). MS e WPM possuem diferentes concentragdes de sais basais utilizados para induzir
e manter a embriogénese e organogenesee, segundo Costa (2019), o meio de cultura MS tem sido muito
utilizado em trabalhos com espécies da familia Fabaceae.

Na etapa de multiplicagao, os fatores mais importantes sao o tipo e a concentragao de citocinina,
sendo estas indispensaveis para a superagdo de dominancia apical e indugao de proliferacio de gemas
axilares (Brondani et al.,, 2009). As espécies respondem diferentemente a tipo e concentra¢oes de
citocinina, portanto, 0 sucesso nesta etapa esta nas tentativas e etros, e nas necessidades e/ou problemas
encontrados durantes os testes. A concentracdo de citocinina utilizada deve induzir uma taxa de
proliferacdo aceitavel sem causar o amarelecimento ou malformagdo dos brotos (Inacio, 2010). A Zeatina
¢ uma citocinina natural (Cid; Teixeira, 2014), enquanto a 6-benzilaminopurina (BAP) ¢ sintética e utilizada
em diferentes espécies na cultura de tecidos (Soares, 2011).

O enraizamento é uma etapa que define o resultado final da micropropagacio, e consiste na
formacao de raizes adventicias na base das microestacas. No enraizamento z vitro, as raizes sao induzidas
em meio de cultura sob condi¢es laboratoriais, sendo em ultima fase, as plantas transplantadas para
substratos e acondicionadas em casa de vegetagao para a aclimatizagdo. Neste caso, tem-se melhor controle

das condi¢oes de cultura obtendo-se elevados percentuais de enraizamento (Leitzke et al., 2009). Em geral,
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a composi¢ao do meio de cultura e o tipo e concentragoes de auxina siao as variaveis que mais influenciam
o enraizamento, sendo as respostas dependentes do genétipo (Oliveira et al., 2013).

As auxinas mais utilizadas para promover a indugdo de raizes e melhorar o sistema radicular
formado, sao o acido indolbutirico (AIB), o acido naftaleno acético (ANA) e o acido 3-indolacético (AIA)
(Santos-Serejo et al., 2006). Borges et al. (2012), relatam que o AIB ¢ a auxina sintética mais empregada
com sucesso no enraizamento in vitro de diferentes espécies, pois estimula a iniciagao radicial promovendo
aumento da porcentagem e a uniformidade do enraizamento, possibilitando a reducao do tempo de
permanéncia na fase de producdo de mudas, além de nao causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga
faixa de concentragao (Pizzatto et al., 2011).

A geragao de protocolos ¢ primordial para a micropropagacao, uma vez que cada espécie responde
diferentemente as condi¢oes de estabelecimento, multiplicagao, enraizamento e de aclimatizacao (Hua et
al., 2014). No caso da canafistula, as informagdes sobre a micropropagac¢ao da espécie ainda sao escassas.
Estudos realizados por Bassan et al. (2000), Curti (2011) e Candido (2013) nao obtiveram um protocolo
eficiente de propagacao clonal a partir da cultura de tecidos, embora afirmem que a espécie tem potencial
para a micropropagacao e ressaltem a necessidade de novos estudos.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi estabelecer um protocolo eficiente de
propagacao clonal para a canafistula a partir da cultura de tecidos, passando pelas etapas de

estabelecimento, multiplicagao e enraizamento # vitro.

MATERIAL E METODOS
Estabelecimento in vitro

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Biolégicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados-MS, no periodo de abril a agosto de 2017.

Para a obtencgdo das plantas doadoras de explantes, as sementes foram coletadas de matrizes
localizadas nos municipios de Angélica e Ivinhema (MS) e submetidas a escarifica¢do térmica em agua
quente (95 °C), por 24 horas (Oliveira et al., 2013). A semeadura foi realizada em tubetes contendo
substrato florestal. Aos 85 dias apds a semeadura, ramos caulinares com aproximadamente 60 - 80 mm
foram excisados.

No laboratério, os ramos foram lavados em 4gua corrente e suas folhas retiradas. Em camara de
fluxo laminar, os ramos vegetativos foram esterilizados superficialmente por meio de lavagem com alcool
70% (1 minuto) e imersao em solucdo de hipoclorito de sédio 2,5%, sob agitacao constante, por cinco e

10 minutos. Para cada 500 mL de solugao de hipoclorito foi adicionado 0,5 mL de detergente (Tween 80).
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Apbs a esterilizagao superficial foram realizadas trés lavagens com agua estéril, seguida da
preparagao e inoculagao dos explantes em meio de cultura Wood Plant Medium - WPM (Lloyd; Mccown,
1980), acrescido de 5,0 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), 30 g I."'de sacarose, 100 mg 1."'de mio-
inositol e 6 g I de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adigio do 4gar. O meio de cultura foi
esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Apds a inoculagio dos explantes, os frascos
de cultivo (tubos de ensaio) foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25 *
2°C em petiodo de escuro por 7 dias e, posteriormente, foram submetidos a luminosidade com densidade
de fluxo de fétons de 45 umol.m>s e fotoperiodo de 16 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado num esquema fatorial
2x2. Os fatores avaliados foram o tipo de explante (um né com a gema apical e segmento nodal com duas
gemas laterais) e o tempo de desinfestaciao (5 e 10 minutos) em hipoclorito de sédio (2,5%), totalizando
quatro tratamentos. Cada tratamento foi constituido de dez repetices e cada repeti¢ao constituida de oito
tubos de ensaio com um explante cada.

As avaliagoes foram realizadas aos 7 e 41 dias apos a desinfeccao. As caracteristicas analisadas aos
7 dias foram: porcentagem de contaminagio fungica (FUNG) e bacteriana (BACT), e explantes oxidados
(OXID). Aos 41 dias foram analisadas: porcentagem de explantes estabelecidos (SOB), nimero médio de
folhas por brotacio (NF/B), nimero médio de brotos por explante (NB) e comprimento médio das
brotagoes (CB), presenca ou auséncia de calos (CALO). Durante as avaliacbes, os tubos com
contaminagdes e com explantes totalmente oxidados foram descartados.

Os dados obtidos foram avaliados por meio da analise de deviance, sendo utilizado o modelo linear
generalizado com familias Binomial e Poisson (Resende; Biele, 2002). Variaveis binomiais relevantes na
area biologica sio aquelas provenientes de experimentos do tipo dose-resposta, em que os individuos
sobrevivem, ou nao, em fun¢io da dosagem do elemento adverso (produto quimico, nivel de estresse,
etc.). Neste caso, geralmente sio atribuidos, por exemplo, os valores 1 para os individuos sobreviventes e
zero para os mortos (Resende; Biele, 2002).

Para as variaveis SOB, OXID, FUNG e BACT foi utilizado o modelo de regressio Binomial com
funcio de ligacio logit. Para as vatidveis NB e NF/B foi utilizado o modelo de regressio Poisson com
funcao de ligacao log. Para verificar a significancia de cada fator foi utilizando o teste Qui-Quadrado na
analise de deviance. Como os dois fatores (Explante e Tempo) possuem apenas dois niveis, a analise de
deviance ja é conclusiva para comparagao entre os niveis. Para a variavel CB foi realizada a analise de
variancia sendo utilizando a transformaciao Box Cox. As analises estatisticas foram realizadas no software

R (R Core Team, 2018) e para as analises graficas foram utilizadas as bibliotecas ggplot2 (Wickham, 2016).
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Multiplicagdo e enraizamento in vitro

Os experimentos visando a multiplicacdo e enraizamento da canafistula, foram desenvolvidos no
periodo de agosto de 2018 a marco de 2019.

O material vegetal utilizado nas etapas descritas a seguir foi oriundo de plantulas advindas de
sementes germinadas zz vifro. As sementes foram coletadas de matrizes nos municipios de Angélica e
Ivinhema (MS) e submetidas a escarificagio mecanica na ponta oposta ao hilo, com uso de lixa. O meio
de cultivo utilizado, bem como os protocolos para germinagao e estabelecimento 7 vitro ja foram descritos.

Nesta fase foram utilizados segmentos nodais caulinares, com duas gemas laterais sem folhas e o
apice excisado com aproximadamente 1,0 cm, oriundas do cultivo  vitro. Os fatores estudados foram trés
concentracoes de Zeatina (ZEA), em delineamento inteiramente casualizado, totalizando trés tratamentos
com dez repeti¢oes, sendo cada repeticao constituida por um frasco de cultivo de 260 mL, contendo 50
mL de meio de cultura com quatro explantes cada. O meio de cultura utilizado foi o meio WPM, acrescido
de 1,0 g 1" de carvio ativado, zeatina de acordo com o tratamento, 30 g L. de sacarose, 100 mg L." de
mio-inositol e 6 g . de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adi¢io do 4gar. O meio de cultura foi
esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Apods a inoculacio, os frascos com explantes
foram mantidos em sala de crescimento com condices controladas conforme descrito no item 2.1.

As avaliagoes foram realizadas apds 40 dias de cultivo, sendo analisadas: sobrevivéncia (SOB),
explantes que emitiram brotacbes adventicias (EBA), explantes que formaram calo (CALO), numero
médio de brotacbes por explante (B/E), comprimento médio das brotagdes (CB) e numero médio de
folhas por brotagao (NF).

Os resultados foram avaliados por meio da analise de deviance, utilizando o modelo linear
generalizado com familias Binomial e Poisson. Para as variaveis SOB, CALO e EB foi utilizado o modelo
de regressao Binomial com funcao de ligagdo logit. Para as variaveis NB/E e NF/B foi utilizado o modelo
de regressao Poisson com funcio de ligagio log. Para verificar a significancia de cada fator foi utilizando
o teste Qui-Quadrado na analise de deviance. Para a variavel CB foi proposta a analise de variancia sendo
aplicado o teste Tukey para comparacdo entre os niveis de Zeatinina. As analises estatisticas foram
realizadas no software R (R Core Team, 2018) e para as analises graficas foram utilizadas as bibliotecas

ggplot2 (Wickham, 2016).

Enraizamento in vitro

Na fase de enraizamento foram utilizados segmentos nodais caulinares, com duas folhas e a gema
apical, de cerca de 2,0 cm, oriundas do cultivo 2 vitro. Os fatores estudados foram a concentracao de AIB:
0; 2,5 € 5,0 mg L', em delineamento inteiramente casualizado, totalizando trés tratamentos com dez

repeti¢oes, sendo cada repeti¢ao constituida por um frasco de cultivo de 260 mL, contendo 50 mL de
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meio, com quatro explantes cada. O meio de cultura utilizado foi 0 meio WPM acrescido de 1,0 g " de
carvio ativado, AIB de acordo com o tratamento, 30 g I."' de sacarose, 100 mg I."'de mio-inositol e 6 g I
' de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adicio do agar. O meio de cultura foi esterilizado em
autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Apés a inoculagio, os frascos com explantes foram mantidos
em sala de crescimento com condi¢oes controladas, descrito no item 2.1.

As avaliagOes foram realizadas apds 40 dias de cultivo, sendo analisadas: sobrevivéncia (SOB),
explantes que emitiram rafzes (ER), explantes que formaram calo (CALOS), nimero médio de raizes
(NMR) e comprimento médio das raizes (CR).

Os resultados foram avaliados por meio da analise de deviance, através do modelo linear
generalizado com familia Binomial e func¢ao de ligacao logit. As andlises estatisticas foram realizadas no
software R (R Core Team, 2018) e para as analises graficas foram utilizadas as bibliotecas ggplot2
(Wickham, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de deviance foram detectadas diferencas significativas a 1% de probabilidade entre o
tipo de explante para as variaveis sobrevivéncia, oxida¢do, contaminag¢ao fungica e bacteriana e nimero de
folhas por broto. Para o fator tempo de desinfestacio, somente oxidagdo apresentou diferenca
significativa. A interagdo do explante e tempo de desinfestagdo mostrou-se significativa para a variavel
numero de folhas por broto (Tabela 1). Os resultados sugerem que a escolha do explante refletiu nos

resultados apresentados.

Tabela 1. Valores de p para sobrevivéncia (SOB), oxidagao (OXID), contaminagao fungica (FUNGO),
contaminagao bacteriana (BACT), nimero de broto (NB) e nimero de folhas por broto (NF/B) - fase de
estabelecimento.

FV Sob Oxid Fungo Bact Nb Nf/b
Explante < 0,0007** 0,0005%* 0,0013** 1 0,0229** < 0,0007**
Tempo des. 0,0537 0,0003%* 0,6821 1 0,3748 02154
Ext 0,4289 1 0,9999 1 0,1852 0,0001**

**(significativo a p< 0,07)

Na Figura 1 sio apresentados os dados de sobrevivéncia de explantes em fun¢io do tipo de
explante e tempo de desinfestacdo estudados. No teste Qui-Quadrado da analise de deviance (Tabela 1),
apenas o fator explante foi significativo. Pode-se verificar na Figura 1 que os explantes apicais
apresentaram frequéncia de morte menor que segmentos nodais (coluna “0”) e frequéncia de

estabelecimento (coluna “17), superior ao estabelecimento de segmentos nodais.
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Em termos de porcentagem foi obtido 95,8% de estabelecimento de explantes apicais e 60,4% de
estabelecimento de segmentos nodais. O tempo de desinfestagio em hipoclorito de sédio nao afetou o
estabelecimento de explantes. Pode-se verificar no grafico que a frequéncia de sobrevivéncia dos explantes
na coluna “1” para ambos os tempos de desinfestagao estudados, variando entre 70% e 85%. Flores et al.
(2011) observaram elevadas taxas de sobrevivéncia e estabelecimento (98%) 7 vitro para a mesma espécie.

Na analise da oxidagao, os fatores explante e tempo de desinfestaciao foram significativos a 1% de
probabilidade, de acordo com o teste Qui-Quadrado na analise de deviance (Quadro 1). Na Figura 1,
verifica-se que praticamente nao ocorreu oxidaciao dos explantes estudados (coluna “0”), ndo tendo sido
verificada a ocorréncia de oxidagio em explantes apicais, 0 que ocorreu para segmentos nodais em baixa
porcentagem (coluna “1”). Ainda, a desinfestacao com hipoclorito de sédio a 10° foi superior a

desinfestacao por 5°, uma vez que nao ocorreu oxidacao de explantes no maior tempo de desinfestagao.

§ Eipate 2 Tempo
o 4

: I 3 Hr

2 I £ i
2]_ 20
0

! 0 1
] 1 Sobreviventes
Sabrevnentes
A B

n
n iy Tem
0g)- Explane £ 0 "
E I ' % n
' L -
L

[ [l

[

| 76



Ecofisiologia e nutrigao de espécies frutiferas e arbéreas

Tempo

IT1
[ |

Explante

I

Frequéncia
ES
Frequéncia

Figura 1. Estabelecimento de explantes de canafistula, oxidacio de explantes (A, B, C, D, E, F), ¢
contaminacao fungica de canafistula de explantes de canafistula (A, B, C, D, E, F) oriundos de apice (A) e
segmento nodal (N) em fun¢ao do tempo de desinfestagao em hipoclorito de sédio por 5 minutos (T'1) e
10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

De acordo com Junior Fermino et al. (2009), as espécies arbéreas apresentam dificuldade para o
estabelecimento 7 vitro devido a grande diversidade de microrganismos contaminantes. De acordo com
Bassan et al. (2006), a auséncia de oxidagiao nos explantes de canafistula se deve, provavelmente, a reduzida
concentraciao de fendis nos tecidos de canafistula ou pode ser atribuida a origem seminal dos explantes,
uma vez que varios autores correlacionam a formagao de compostos fendlicos em culturas 7z vitro a idade
do explante.

Na avaliacdo da contaminagdo dos explantes por fungos e bactérias, podemos verificar que nio
ocorreu contaminagao fungica em apices caulinares (coluna “1”), e para segmentos nodais, a contaminagao
foi baixa, correspondendo a aproximadamente 14% de segmentos nodais contaminados. Os tempos de
desinfestacdo, 5 e 10" de exposi¢ao ao hipoclorito de sédio nao foram significativos para a caracteristica
estudada, tendo ambos se mostrado eficientes para controle da contaminagao fungica, que ocorreu em
baixa porcentagem para ambos os tempos de exposi¢dao, em torno de 6 e 5%, respectivamente (Figura 1).

Para nimero de brotagdes emitidas por explante, apenas o fator explante foi significativo de acordo
com o teste Qui-Quadrado na analise de deviance (Tabela 1). A quantidade de brotos emitidos em
explantes nodais (36,5%) foi menor e estatisticamente diferente da quantidade de brotos em explantes
apicais, mostrando superioridade de explantes apicais para a variavel (Figura 2). O tempo de desinfestagao

nao teve efeito significativo sobre o nimero de brotos.
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Figura 2. Numero de brotos emitidos por explante, considerando o tipo de explante, apice (A) e segmento
nodal (N) e o tempo de desinfestagao em hipoclorito de sédio por 5 minutos (T'1) e 10 minutos (T2) aos
07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

De acordo com o teste Qui-Quadrado na analise de deviance, a intera¢do tipo de explante e tempo
de desinfestacdo foi significativa (Tabela 1). A quantidade de folhas em explantes de segmentos nodais é
96% menor em relagdo aos explantes apicais. Para os explantes apicais, ndo houve diferencga significativa
entre os tempos de desinfestacao. Para explantes de segmentos nodais, a quantidade de folhas quando os
explantes sio submetidos a dez minutos de desinfestagdo em hipoclorito de sédio é 9,5 vezes maior do
que no tempo de desinfestagao de cinco minutos (Tabela 2 e Figura 3).

Para comprimento de brotos, somente o fator explante foi significativo pelo teste F, onde apice

foi superior a segmentos nodais, gerando brotagdes maiores (Figura 3B).

Tabela 2. Nimero de folhas totais emitidas por explantes de canafistula, considerando o tipo de explante,
apice (A) e segmento nodal (N), e o tempo de desinfestagao em hipoclorito de sédio por 5 minutos (T1)
e 10 minutos (T2) aos 41 dias de cultivo.

Tipo de Tempo de exposi¢ao Total
explante 5' 10’

A 55 52 107
N 2 19 21
Total 57 71 128

Foi realizada analise de deviance para as variaveis sobrevivéncia (SOB), formagao de calos (CALO),

explantes que emitiram brotacdes (EB), numero de brotos por explante (NB/E) e numero de folhas por
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brotagao, onde verificou-se através do teste do qui-quadrado, que o fator de variagdo Zeatina nao foi
significativo para nenhuma das variaveis analisadas na fase de multiplicagao 7 vitro. As figuras abaixo
ilustram as respostas de explantes de canafistula submetidos a concentragdes de zeatina no meio de cultivo
WPM.

Na Figura 4 siao apresentados os dados de sobrevivéncia de explantes para os tratamentos,
demonstrando que a utilizacao do regulador de crescimento vegetal nas concentragdes estudadas nao se
mostrou eficiente para a induc¢do de brotagdes.

Observou-se ainda, que a utilizagao de zeatina e o aumento em sua concentragao no meio de
cultura favoreceu a formacao de calos friaveis na base dos segmentos caulinares (Figura 4B). Embora tenha
sido constatado que o uso de carvido ativado (1g L") promova menor formacio de calos, na presenca da
citocinina, ocorreu maior formacao de calos na base dos explantes (dados nao apresentados).

Todos os tratamentos promoveram emissao de brotos e folhas nos explantes, embora nao tenham
diferido estatisticamente pelo teste do qui-quadrado na analise de deviance. A emissdo de brotos foi alta
em todos os tratamentos com uma média de 97,9% (Figura 4C), no entanto, apesar disto, as taxas de
multiplicacao de brotos foram relativamente baixas (menor que 2,00 brotos/segmento) mostrando queda
com o aumento na concentra¢ao de zeatina e aumento no numero de folhas por broto. Em experimento
realizado por Candido (2013), a média obtida de brotos por explante foi de 3,4 e a porcentagem de brotos

que emitiram brotagao foi de 90,51% respectivamente.
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Figura 3. Numero de folhas emitidas por explante de canafistula, considerando o tipo de explante, apice
(A) e segmento nodal (N), e o tempo de desinfestagdo em hipoclorito de sédio por 5 minutos (T1) e 10
minutos (T2) aos 41 dias de cultivo. (B) Comprimento de brotos de canafistula, considerando o tipo de
explante, dpice (A) e segmento nodal (N) e o tempo de desinfestagio em hipoclorito de sédio por 5
minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. (Letras iguais nao diferem entre si pelo teste F a
1% de probabilidade). Dourados/MS, 2017.
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Figura 4. (A) Sobrevivéncia de explantes de canafistula submetidos a concentragGes de zeatina: auséncia
(ZEA0); 0,5 mg L' de zeatina (ZEA05) e 1,0 mg L' de zeatina (ZEA1). (B) Formagio de calos em explantes,
e (C) emissao de brotos em explantes de canafistula submetidos a concentra¢des de zeatina: auséncia (ZEAO);
0,5 mg L de zeatina (ZEAO05) e 1,0 mg L' de zeatina (ZEA1). Dourados/MS, 2019.

Para comprimento de brotos foi realizada analise de variancia e teste de Tukey, e verificou-se que

diferenca significativa para as concentragdes de zeatina utilizadas, tendo a concentra¢io de 1 mg L™

promovido maior indugdao no comprimento de brotos dos explantes de canafistula (Figura 5B).
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Figura 5. (A) Numero de brotos/explante (NB/E) e numero de folhas/brotacao (NF/B) em explantes de
canafistula submetidos a concentra¢des de zeatina: auséncia (ZEAO0); 0,5 mg L” de zeatina (ZEAO05) e 1,0 mg
L' de zeatina (ZEA1). (B) Comprimento de brotacdes (CB) em explantes de canafistula submetidos a
concentracdes de zeatina: auséncia (ZEA0); 0,5 mg L de zeatina (ZEA05) e 1,0 mg L. de zeatina (ZEA1).
Dourados/MS, 2019.

Carra et al. (2019) ressaltam que BAP e ZEA sio as citocininas mais amplamente utilizadas, com
resultados satisfatorios para proliferagdo em arvores lenhosas, tendo obtido nio somente maiores
quantidades de produgiao de novos brotos, mas também favorecendo o alongamento de entrends, essencial
para obter uma boa porcentagem de enraizamento.

Os resultados do presente trabalho corroboram com as observagoes relatadas por Candido (2013)
com o uso de citocininas (BAP, cinetina, thidiazuron -TDZ e isopenteniladenina - 2iP) na multiplicagao
da espécie, com alta taxa de sobrevivéncia, alta porcentagem de formagao de brotos (90,51%) em todos
os tratamentos, sugerindo que nao ha necessidade de uso dos reguladores avaliados, até o momento, na

multiplicagdo z vitro de canafistula.
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Enraizamento in vitro

Nesta etapa nao foi observada protrusio de raizes na avaliagao realizada aos 40 dias, em nenhum
dos tratamentos. Para os dados obtidos sobrevivéncia (SOB) e formacao de calos (CALO) foram realizadas
analise de deviance onde se verificou através do teste do qui-quadrado, que o fator de variacio AIB nio

foi significativo.
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Figura 6. Sobrevivéncia de explantes (A) e formacio de calos em explantes (B) de canafistula submetidos
a concentracoes de AIB: auséncia de AIB (AIB0); 2,5 mg L. de AIB (AIB2,5) e 5,0 mg L' de AIB (AIB5).
Dourados/MS, 2019.

Na Figura 6 verifica-se alta sobrevivéncia dos explantes independente da concentracao de AIB
aplicada, entretanto, houve a formagao de calos friaveis na base dos explantes em todos os tratamentos
(Figura 6). De acordo com Rossato et al. (2015), a formacao de calos (massas celulares) é um dos principais

problemas durante a elaboragao de protocolos de micropropagacao, pois comprometem a protrusio de
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raizes e também de brotagoes. Carra et al. (2019) verificaram que o uso de AIB na micropropagagao de
Zelkova sicula promoveu a formacao de massa de calos na superficie cortada, que nao é adequada para
desenvolvimento radicular subsequente e crescimento de plantulas.

Embora varios estudos tenham sido realizados visando o desenvolvimento i vitro da canafistula
(Bassan, 20006; Curti, 2014), nao foi estabelecido um protocolo otimizado. Gomes (2017) ressalta que o
periodo de cultivo ¢é de grande importancia, onde os melhores resultados foram observados aos 60 dias.

Resultados recorrentes de insucesso no estudo da multiplicacio e rizogénese 7 vitro de canafistula
com o uso de diversos reguladores de crescimento sugerem a recalcitrancia da espécie, isto ¢, a
incapacidade de células, tecidos e O6rgaos vegetais de responder a cultura de tecidos (Benson, 2000).
Segundo McCown (2000), plantas perenes lenhosas apresentam recalcitrancia de explantes com maior
intensidade quando comparadas a plantas dos demais taxons.

Estudos realizados por Ckurshumova e Berleth (2015) comprovaram que genes responsaveis pela
regulacdo na via metabdlica da auxina tem implicacao no aumento da capacidade de regeneracao e na
formacao de brota¢oes novas, mesmo a partir de tecidos recalcitrantes; sugerindo que, apesar dos recentes
avangos, a base molecular da regeneracio de plantas ainda é pouco clara, sendo imprescindivel um

aprofundamento nos estudos, pois muitas plantas importantes permanecem recalcitrantes a regeneragao.

CONCLUSAO

O meio WPM suplementado com 5,0 mg I.""de BAP é eficaz no estabelecimento de explantes de
canafistula.

O estabelecimento de apices caulinares de canafistula é superior ao estabelecimento de segmentos
nodais.

O tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sédio é eficaz no controle de contaminagao bacteriana e
fungica em apices caulinares de canafistula, no entanto nio apresenta a mesma eficacia no controle de
contaminagao fungica de segmentos nodais, bem como nio afetou a sobrevivéncia e o estabelecimento 7
vitro de segmentos apicais caulinares de canafistula.

A citocinina nas concentragoes testadas nao foi eficiente na multiplicagao 2 vitro da espécie, para
as condicdes de estudo.

O uso de diferentes concentragoes de AIB ndo promoveu enraizamento devido a formagao de

calos friaveis na base dos explantes.
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