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Rizogénese in vitro em brotacoes de Luchea divaricata Mart. & Zucc.

In vitro rhizogenesis on shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc.

Karol Buuron da Silva', Lia Rejane Silveira Reiniger", Silvia Machado dos Santos Rabaiolli'",
Charlene Moro Stefanel", Leandro Dutra da Silva¥

Resumo

Luehea divaricata, conhecida popularmente como agoita-cavalo, € uma espécie florestal nativa da Mata
Atlantica muito utilizada para a recuperacio de dreas degradadas. Sua madeira pode ser empregada para
as mais diversas finalidades, o que contribuiu para a redu¢io de suas populacdes naturais e ocasionou
dificuldades na obtencao de sementes com qualidade genética, fisiolégica e sanitdria para uso na producao
de mudas. Sendo assim, a micropropagacio é uma alternativa para a producido de mudas da espécie para
uso em projetos ambientais. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de
rizogénese in vitro e, para isso, foram avaliadas, inicialmente, diferentes concentragdes de sais do meio
nutritivo WPM. Em seguida, foram estudados os efeitos do dcido indolbutirico (AIB), adicionado ao meio
em tratamento “pulse” por 15 dias, e do dcido naftalenoacético (ANA), na rizogénese, em ambos os casos
em cultivo em meio WPM cuja concentracao de sais foi reduzida a metade (WPM/2). Por fim, também
foi analisado o efeito da combinacao de volumes de vermiculita com WPM/2. Os resultados indicaram
que o meio WPM/2 apresentou resultados promissores para o estabelecimento (98%) in vitro e, no que
diz respeito a formacéo de raizes adventicias primadrias, apds 45 dias de cultivo in vitro observaram-se as
maiores médias (40,52%), independentemente da concentragio de sais do meio. O tratamento “pulse” apds
30 dias de cultivo in vitro, independentemente da concentracio de AIB, resultou em uma média de 25,18%
de formacéo de raizes adventicias primarias. As combinacdes de 20 mL + 15 cm® 20 mL + 30 cm® e 30 mL
+ 30 cm® de meio nutritivo e de vermiculita, respectivamente, foram as mais favoraveis para a formacio
de raizes adventicias laterais de segunda ordem, proporcionando médias entre 38 e 49,5% apds 45 dias de
cultivo in vitro. Para otimizar o processo de rizogénese de Luehea divaricata € indicado o cultivo in vitro por
45 dias em meio nutritivo WPM/2, combinado com vermiculita, prescindindo da adicdo de auxinas.

Palavras-chave: Micropropagacio; Periodo de cultivo in vitro; Meio nutritivo WPM; Auxina
Abstract

Luehea divaricata is a native forest species of the Atlantic Rainforest biome widely used for the recovery of
degraded areas. Its wood can be used for the most diverse purposes, which has contributed to a reduction
in its natural populations and is causing difficulties to find seeds with genetic, physiological and sanitary
quality for using in the seedling production. Therefore, micropropagation is an alternative with the
potential for producing seedlings to use in environmental projects. The objective of this work was to
optimize the in vitro rhizogenesis processes, in which different concentrations of salts of the WPM nutritive
medium were initially evaluated. Next, Indolbutyric Acid (IBA) was added to the medium as the “pulse”
treatment for 15 days, and Naphthaleneacetic Acid (NAA) in both cases to the in vitro culture in WPM
nutritive medium was reduced to half of its initial concentration (WPM/2) and the rhizogenesis effects
were analyzed. Finally, the effect of combining vermiculite volumes with WPM/2 was also analyzed. The
results showed that the WPM/2 medium produced the most promising results of the in vitro establishment
(98%), and the highest average (40.52%) regarding the formation of primary adventitious roots after 45 days
of in vitro culture was observed regardless the concentration of salts in the medium. The “pulse” treatment
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after 30 days of in vitro culture, regardless of IBA concentration, resulted in an average of only 25.18% of
primary adventitious root formation. The combinations of 20 mL + 15 cm® 20 mL + 30 cm® and 30 mL +
30 cm® of nutritive medium and vermiculite, respectively, were the most favorable for forming second
order lateral adventitious roots, providing averages between 38 and 49.5% after 45 days of in vitro culture.
Therefore, in order to optimize the rhizogenesis process of Luehea divaricata, it is indicated to grow the in
vitro culture for 45 days in WPM/2 nutritive medium combined with vermiculite without the addition of
auxins.

Keywords: Micropropagation; In vitro culture period; WPM nutritive medium; Auxin

Introducao

A cobertura de dreas protegidas na Mata Atlantica avangou expressivamente ao longo
dos ultimos anos, principalmente devido a forte contribui¢do dos governos federais e estaduais,
e da iniciativa privada em sua ampliacao e consolidacdo. Além desse investimento, as estratégias
para a conservagdo da biodiversidade visam contemplar a promocao da recuperacdo de dreas
degradadas e do uso sustentdvel da vegetagdo nativa (DUTRA, 2013).

Uma espécie florestal nativa da Mata Atlantica muito utilizada para a recuperagdo de
areas € Luehea divaricata, conhecida popularmente como agoita-cavalo. Sua madeira tem sido
empregada para as mais diversas finalidades, fato que contribuiu para o extrativismo predatdrio
e a reducgio de suas populagdes naturais, acarretando em dificuldades na obtencao de sementes,
0 que torna a micropropagacdo uma alternativa com potencialidade para a producio de mudas
(LEON, 2010; FLORES et al., 2011).

A micropropagacdo possibilita a producdo de mudas a partir de qualquer tecido da
planta doadora, aumentando em grande escala a produtividade, ocupando menor espago, além
de manter a producio isenta de riscos ambientais e climaticos (FLORES, 2007; OLIVEIRA;
DIAS; BRONDANI, 2013). Entretanto, muitas espécies lenhosas, mesmo na presenga de auxinas,
nao desenvolvem o sistema radicular, sendo necessdrio que os brotos propagados in vitro sejam
induzidos a rizogénese em um meio de cultura adequado (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). Estudos
prévios indicaram que esse é o caso de Luehea divaricata (FLORES, 2007; FLORES et al., 2011;
LEON, 2014). Além disso, h4 espécies que dispensam o uso de reguladores de crescimento para
o enraizamento (SOARES; DAMIANI; SCHUCH, 2006; PASA et al., 2012). Assim, o presente
estudo teve como objetivo otimizar a rizogénese in vitro em Luehea divaricata, visando contribuir
para o desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao.

Material e método

Os ensaios foram realizados nos laboratérios e estruturas de apoio do Nucleo de
Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, em Santa Maria - RS.

Os experimentos, que serdo detalhados a seguir, foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, e cada repeticdo foi composta por um frasco com capacidade de
150 mL contendo 30 mL de meio nutritivo e trés explantes do tipo segmentos nodais com
aproximadamente 10 mm, coletados de plantas de origem seminal cultivadas em meio nutritivo
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e sem reguladores de crescimento, apds 60 dias da germinagao
in vitro. A desinfestacao superficial das sementes para a germinacao in vitro foi realizada com a
imersao das sementes em dgua quente (60+5°C) durante 10 min; na sequéncia, ocorreu a imersao
em etanol 70% durante 1 min, seguida de um enxague com dgua estéril; depois imersao em
solucao de hipoclorito de sédio a 3% durante 10 min, seguida de triplo enxague com dgua estéril;
e por fim imersdao em solucido de hipoclorito de calcio a 2% durante 10 min, seguida de triplo
enxague com agua estéril (FLORES, 2007; LEON, 2010). O pH do meio nutritivo foi ajustado
para 5,8 antes da inclusdo do dgar e, posteriormente, os frascos foram autoclavados por 15 min
a 121°C e 1 atm de pressdo. Apds a inoculacao dos explantes, os frascos foram vedados com
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papel aluminio e mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25+3°C, fotoperiodo de 16h e
intensidade luminosa de 20 pmol m™s? fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias tipo
luz do dia.

Foram avaliados o estabelecimento in vitro (explantes que apresentaram qualquer aspecto
de desenvolvimento) e explantes com formacao de raizes adventicias primadrias (originadas da
base do explante) e com formacéao de raizes adventicias laterais de segunda ordem (originadas a
partir das raizes adventicias primadrias), todas expressas em porcentagem. Na ultima avaliagio,
avaliaram-se, ainda, o comprimento da raiz adventicia primdria (cm) e a altura das plantas
(cm), medida desde a base até a ponta do dpice caulinar. No experimento do efeito de diferentes
concentracdes de dcido naftalenoacético (ANA) também foi avaliada a porcentagem de formacao
de calos na base dos explantes.

Efeito de diferentes concentracoes dos sais do meio nutritivo WPM

Foi empregado arranjo fatorial 4x3, sendo testado o efeito de diferentes concentragdes
dos sais (25%; 50%; 75% ou 100%) do meio nutritivo WPM ‘Woody Plant Medium’ (LLOYD;
MCCOWN, 1980) e trés periodos de cultivo (15, 30 ou 45 dias), totalizando 12 tratamentos com
10 repeticdes. O meio nutritivo foi acrescido de 30 g L de sacarose, 7 g L' de dgar, 100 mg L' de
mio-inositol quando foi testada a concentragao 100% dos sais do meio nutritivo WPM, 75 mg L-!
a 75% dos sais do meio nutritivo WPM, 50 mg L' a 50% dos sais do meio nutritivo WPM e 25 mg
L' a 25% dos sais do meio nutritivo WPM.

Efeito de tratamento “pulse” com Acido Indolbutirico (AIB)

Empregou-se arranjo fatorial 5 x 2, em que os tratamentos consistiram da combinagio
de diferentes concentragdes de AIB (0; 5; 10; 15 ou 20uM) adicionadas ao meio nutritivo com os
dois periodos de cultivo (15 ou 30 dias), totalizando 10 tratamentos com 10 repeticdes. O meio
nutritivo utilizado foi o WPM reduzido a metade da concentracao de sais (WPM/2), acrescido de
30 g L' de sacarose, 7 g L' de dgar e 50 mg L' de mio-inositol. Os explantes foram cultivados na
presenca da auxina por um periodo inicial de 15 dias e apds, as culturas foram transferidas para
meio nutritivo fresco de idéntica composicao a anterior, porém, na auséncia de AIB.

Efeito de diferentes concentracdes de Acido Naftalenoacético (ANA)

Empregou-se arranjo fatorial 5 x 3, em que o fator A correspondeu as diferentes
concentracdes de ANA (0; 5; 10; 15 ou 20uM), e o fator B, aos periodos de cultivo (15, 30
ou 45 dias), totalizando 15 tratamentos e sete repeti¢cdes. O meio nutritivo utilizado foi
0 WPM reduzido 2 metade da concentracio de sais (WPM/2) e acrescido de 30 g L de
sacarose, 7 g L' de 4gar e 50 mg L' de mio-inositol.

Efeito de diferentes meios de cultivo

Utilizou-se arranjo fatorial 6 x 3, sendo o fator A constituido pela composi¢ao do meio
de cultivo, que consistiu na combinacio de vermiculita de granulometria fina (15 ou 30 cm?)
com diferentes volumes (10; 20; ou 30 mL) de meio nutritivo WPM/2 (Tabela 1), e o fator B, pelos
diferentes periodos de cultivo (15, 30 ou 45 dias), totalizando 18 tratamentos com seis repeticoes.
O meio nutritivo WPM reduzido a metade da concentragido de sais (WPM/2) foi acrescido de 30
g L' de sacarose, 7 g L' de 4gar e 50 mg L' de mio-inositol.
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Tabela 1 - Composicao dos diferentes meios de cultivo (combinacdes de volumes de
vermiculita e meio nutritivo WPM/2) avaliados no experimento de rizogénese in vitro de
explantes do tipo segmentos nodais de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo).

Table 1 - Composition of the different culture medium (combinations of vermiculite volumes
and WPM/2 nutritive medium) evaluated in the in vitro rhizogenesis experiment of nodal
segment explants of Luehea divaricata Mart. & Zucc.

Meio de Cultivo Composicao

15cm® de vermiculita + 10mL de meio nutritivo
30cm”® de vermiculita + 10mL de meio nutritivo
15cm® de vermiculita + 20mL de meio nutritivo
30cm”® de vermiculita + 20mL de meio nutritivo
15cm® de vermiculita + 30mL de meio nutritivo

AU W =

30cm® de vermiculita + 30mL de meio nutritivo

Fonte: Autores (2019)

Analises estatisticas

Apds testar a normalidade dos erros por meio do teste de Kolmogorov- Smirnov e a
homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, as médias foram transformadas, sempre que

necessdrio, pela fungio V**% | sendo x o valor observado. A seguir, foram submetidas 4 andlise de

variancia e, quando o valor de F foi significativo, utilizou-se a comparagao das médias pelo teste de
Tukey para tratamentos qualitativos e andlise de regressio polinomial para os tratamentos
quantitativos, a 5% de probabilidade de erro. A precisdo dos ensaios foi estimada pelo indice de
variacdo (IV), calculado por % ,em que o IV € igual ao coeficiente de variacao (CV) divido pela raiz
quadrada do nimero de repeti¢des (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009). Empregou-se o pacote estatistico
Sisvar (Sistema para Andlise de Variancia) para Windows® versao 5.1 (FERREIRA, 2014).

Resultados e discussao

Efeito de diferentes concentracoes dos sais do meio nutritivo WPM

Houve efeito significativo das concentracoes do WPM sobre o estabelecimento (p=0,0000;
IV=2,92), mas nao do periodo de cultivo (p=0,8645), e, tampouco, da interacio entre os dois fatores
(p=0,7803). Uma equagio de segundo grau foi ajustada (Figura 1).

O estabelecimento foi maior a 50% e a 75% (médias de 98% e 95%, respectivamente), sendo
a Maxima Eficiéncia Técnica (MET) estimada na concentracdo 51,90% (Figura 1). Estes valores
satisfatérios nas concentracoes reduzidas de sais do meio WPM podem ser atribuidos as menores
concentragOes totais de ions do meio nutritivo, que apresenta 1/4 das concentracoes de fons de nitrato,
amonia e potdssio em comparacio ao meio MS (NICIOLI, 2006). Estes fons sdo as principais fontes de
absorcao de N pelas plantas, e a aplicagio de proporg¢des desbalanceadas pode provocar alteracio no
crescimento e desenvolvimento da planta (LANE; BASSIRIRAD, 2002).

Frente a isso, as concentracdes reduzidas dos sais do WPM provavelmente provocaram um
balanceamento adequado na absorcao de N pelas plantas, garantindo altas taxas de estabelecimento
in vitro das brotagoes de Luehea divaricata nas condicoOes testadas. Esse fato pode ser sustentando por
observagoes de que a pressio osmotica muito alta limita a absor¢ao de dgua pelos tecidos, ao passo que
a diluicdo dos sais do meio nutritivo aumenta a disponibilidade de dgua e reduz a oxigenagao (TAIZ;
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ZEIGER, 2002), fato que pode ter favorecido o desenvolvimento das plantas nas diluicoes de WPM.

Figura 1 - Estabelecimento (%) médio de brotagoes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-
cavalo) em funcao das diferentes concentragoes de sais do meio nutritivo WPM - (25%, 50%,
75% ou 100%), independentemente do periodo de cultivo in vitro (15, 30 ou 45 dias).

Figure 1 - Establishment (%) in shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo)
depending on the different concentrations of WPM nutritive medium (25%, 50%, 75% or 100%),
regardless the in vitro culture period (15, 30 or 45 days).
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Fonte: Autores (2019)

Sobre as raizes adventicias primarias (IV=4,91) e raizes adventicias laterais de segunda
ordem (IV=4,14) ndo houve efeito significativo das concentragdes de sais do WPM (p=0,5184;
p=0,4728) nem da interagdo entre os dois fatores principais (p=0,8693; p=0,9380), sendo
verificado efeito significativo apenas do periodo de cultivo (p=0,0000; p=0,0000) (Tabela 2).
Os resultados expostos na Tabela 2 evidenciam a necessidade de estender o cultivo in vitro
por, pelo menos, 45 dias, tendo em vista a maior média de formacao de raizes adventicias
primadrias (40,52%) e raizes adventicias laterais de segunda ordem (19%).

No que diz respeito ao comprimento das raizes adventicias primadrias (p=0,5529;
IV=15,27), avaliado apenas aos 45 dias de cultivo, ndo houve efeito significativo das
concentracdes de sais do WPM, observando-se média geral de 1,87 cm. Este valor pode
ser considerado muito bom, visto que em microestacas de Cabralea canjerana (canjerana),
cultivadas em meio nutritivo MS/2 na auséncia de reguladores de crescimento, o comprimento
médio de raizes foi de 0,76 cm apds 60 dias de cultivo in vitro (ROCHA et al., 2007), bem
inferior ao observado no presente trabalho.

Sobre a altura das brotagdes (p=0,0041; [V=3,25), também avaliada apenas aos 45 dias,
houve efeito significativo das concentracdes de sais. Os tratamentos com 50% e 75% das
concentracdes foram aqueles com maiores médias (2,31 cm e 1,83 cm, respectivamente), as
quais nao diferiram significativamente entre si. Estas médias de altura sdo muito satisfatdrias,
uma vez que para segmentos nodais de Malus domestica (macieira) ‘selecao 69’, cultivados por
40 dias em meio MS e ainda suplementados com 6-Benzilaminopurina - BAP (a 2,2 pM),
a altura média das brotacoes foi de 1,3 cm (SANTA-CATARINA et al., 2001), inferior aos
valores obtidos no presente trabalho.
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Tabela 2 - Médias de formacao de raizes adventicias primarias (%) e raizes adventicias
laterais de segunda ordem (%) em brotacdes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-
cavalo) em funcao do periodo de cultivo in vitro (15, 30 ou 45 dias), independentemente da
concentracao de sais do meio nutritivo WPM (25%, 50%, 75% ou 100%).

Table 2 - Average of primary adventitious roots (%) and second order lateral adventitious roots (%)
in shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) depending on the in vitro culture period
(15, 30 or 45 days), regardless the concentration of WPM nutritive medium (25%, 50%, 75%, or 100%).

, . , , . . Raizes adventicias laterais de segunda
Periodo (dias) Raizes adventicias primadrias (%) 8

ordem (%)
15 2,47 ¢* 0,00 b
30 23,95 b 495b
45 40,52 a 19,00 a
Média 22,31 7,98
v+ 491 4,14

Fonte: Autores (2019)

(*) Médias seguidas da mesma letra minudscula nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. (**) IV = Indice de variagio, calculado por, em que o IV € igual ao
coeficiente de variacdo (CV) dividido pela raiz quadrada do nimero de repeticoes (N).

De modo geral, o uso de meios nutritivos menos concentrados tem permitido
melhores resultados na rizogénese in vitro de brotagdes. Dilui¢des a metade e até 1/4 de sais
tém possibilitado resultados mais promissores para muitas espécies de plantas, tendo em
vista que, em alguns casos, uma alta concentragao pode inibir a rizogénese in vitro (SOUZA;
PEREIRA, 2007). Assim, espécies diferentes tendem a se desenvolver de maneira distinta
em meios nutritivos iguais, fato que salienta a importancia de estudos dirigidos para cada
espécie a fim de se obter um protocolo de micropropagacao eficiente.

Efeito de tratamento “pulse” com Acido Indolbutirico (AIB)

Sobre o estabelecimento (IV=7,40), ndo houve efeito significativo das diferentes
concentracoes de AIB (p=0,1641), nem do periodo de cultivo (p=0,6675) e, tampouco, da
interacao entre os dois fatores (p=0,9957), observando-se uma média geral de estabelecimento
de 54,54%. Esta média € insatisfatdria, uma vez que no experimento anterior, em que
se testaram diferentes concentracdes de sais do WPM, na auséncia de reguladores de
crescimento, a média foi de 98% em WPM)/2 aos 45 dias de cultivo in vitro.

Sobre as raizes adventicias primdrias (IV=5,37) e as raizes adventicias laterais de
segunda ordem (IV=3,10) houve efeito significativo apenas do periodo de cultivo (p=0,0000;
p=0,0458, respectivamente), porém, ndo das concentracdes de AIB (p=0,8473; p=0,0770,
respectivamente) ou da interacdo entre os dois fatores (p=0,8473; p=0,0770, respectivamente)
(Tabela 3).

Aos30diasde cultivoinvitro,aformacio de raizes adventicias primdrias foi de 25,18%, valor
que ainda nao pode ser considerado satisfatdrio para a rizogénese in vitro de espécies lenhosas.
A formacio de raizes adventicias laterais de segunda ordem nas brotagdes, consequentemente,
também foi baixa aos 30 dias (5,3%), ao contrdrio do que se esperava com o uso do AIB (Tabela 3).
No experimento anterior, testando-se as diferentes concentracdes de sais do WPM, a formacao
de raizes adventicias primdrias aos 30 dias, independentemente da concentracio de sais, foi de
23,95% (Tabela 2), na auséncia de auxina, evidenciando que o tratamento “pulse” nao influenciou
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expressivamente a formacao de raizes adventicias em Luehea divaricata no presente estudo.

Tabela 3 - Médias de formacao de raizes adventicias primarias (%) e raizes adventicias
laterais de segunda ordem (%) em brotacoes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (acoita-cavalo)
em funcao do periodo de cultivo in vitro (15 ou 30 dias), independentemente do emprego de
acido indolbutirico - AIB (0, 5, 10, 15 ou 20 uM) em tratamento “pulse” por 15 dias, no meio
nutritivo WPM/2.

Table 3 - Average of primary adventitious roots (%) and second order lateral adventitious roots
(%) in shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) depending on the in vitro culture
period (15 or 30 days), regardless the use of indolbutyric acid - IBA (0, 5, 10, 15 or 20 uM) in
“pulse” treatment for 15 days in WPM/2 nutritive medium.

Raizes adventicias laterais de segunda

Periodo (dias) Raizes adventicias primarias (%) ordem (%)
15 0,00 b 0,00 b
30 2518 a 53a
Média 12,59 265
Ty 537 3,10

Fonte: Autores (2019)

(*) Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas, nio diferem significativamente pelo teste F a
5% de probabilidade de erro. (**) IV = Indice de variacio, calculado por, em que o IV é igual ao coeficiente
de variagio (CV) dividido pela raiz quadrada do nimero de repeticdes (N).

Cabe salientar que outros fatores externos, de natureza fisica (condi¢des da sala de
crescimento) e quimica (substancias de reserva como carboidratos e nutricio mineral), nao
avaliados no presente trabalho, também podem influenciar a rizogénese in vitro, estimulando-a ou
inibindo-a. Além disso, o gendtipo da planta-matriz, entre outros aspectos podem, igualmente,
interferir no desenvolvimento in vitro de plantas (TORRES et al., 1998). Em geral, a composicao
do meio nutritivo, o tipo e concentragdes de auxinas sdo as varidveis que mais influenciam a
rizogénese, sendo as respostas dependentes do gendtipo, pois se observa grande variacio entre
espécies, cultivares e clones, com relagdo a maior ou menor habilidade natural em formar raizes
(ASSIS; TEIXEIRA, 1998; XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013).

Em relagdo a altura das brotacoes (p=0,2214; IV=1,66), que foi avaliada somente aos 30
dias, ndo houve efeito significativo das diferentes concentragoes de AIB, sendo obtida uma
média geral de 0,96 cm. Para o comprimento da raiz adventicia primadria (p=0,0078; 1V=7,78),
igualmente avaliado aos 30 dias, houve efeito significativo das concentragdes da auxina, sendo
que a maior média (1,62 cm) foi observada a 10uM de AIB, a qual diferiu estatisticamente das
demais. A concentragdo de 15uM de AIB resultou na menor média de comprimento (0,27 cm),
que, por sua vez, ndo diferiu significativamente da auséncia, de S5uM ou de 20uM da auxina.

De acordo com os resultados obtidos, a auxina nio influenciou o desenvolvimento e a
formacao de raizes adventicias em Luehea divaricata, sendo que apenas o comprimento da raiz
foi afetado positivamente pela adicdo de 10uM de AIB. De maneira similar, a formagao in vitro
de raizes adventicias em Amburana acreana (cerejeira) ocorreu independentemente da presenga
ou auséncia de AIB, entretanto, os maiores comprimentos de raiz adventicia primdria ocorreram
em baixas concentragdes do regulador de crescimento (FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-
PEREIRA, 2012).

Ha relatos de que, em um grande nimero de espécies, concentragodes iguais de AIB e ANA
promovem maiores porcentagens de rizogénese que o emprego dessas auxinas separadamente
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(TORRES; CALDAS; BUSO, 1998). A concentracio desses reguladores de crescimento pode
afetar a qualidade das raizes adventicias, principalmente no que se refere a conexao vascular,
sendo que a formagao de raizes normais ocorre principalmente em concentragdes mais baixas,
pois as altas concentragdes tendem a produzir calos (ASSIS; TEIXEIRA, 1998). Esse fato foi
verificado na formacao in vitro de raizes adventicias de Swietenia macrophylla (mogno), em que 0,1
mg L (equivalente a 0,49uM) de AIB foi mais eficiente que 1,3 ou 5 mg L™ (equivalentes a 6,39 ou
24,61uM) (LOPES et al., 2001).

De maneira semelhante ao presente trabalho, em Tectona grandis (teca), ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes testadas de AIB (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L (equivalentes a
0,0; 2,46; 4,92; 7,38 e 9,84 uM, respectivamente), provavelmente pelo fato das culturas possuirem
niveis enddgenos de auxina suficientes para iniciar a rizogénese (FERNANDES, 2012).

Efeito de diferentes concentracdes de Acido Naftalenoacético (ANA)

Houve efeito significativo apenas do periodo de cultivo sobre o estabelecimento (p=0,0025;
IV=6,35) e formacao da raiz adventicia primdria (p=0,0001; IV=4,85), e ndo das concentracdes de
ANA (p=0,0643; p=0,3937) ou da interacao (p=0,7075; p=0,9532) (Tabela 4).

Tabela 4 - Médias de estabelecimento (%) e formacao de raizes adventicias primarias (%) em

brotacoes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) em funcio do periodo de cultivo

(15, 30 ou 45), independentemente do emprego de acido naftalenoacético - ANA (0, 5, 10, 15
ou 20uM), no meio nutritivo WPM/2.

Table 4 - Average of establishment (%) and primary adventitious roots (%) in shoots of Luehea
divaricata Mart. & Zucc. depending on the in vitro culture period (15, 30 or 45), regardless the
use of naphthaleneacetic acid - NAA (0, 5, 10, 15 or 20 uM), in the WPM/2 nutritive medium.

Raizes adventicias

Periodo (dias) Estabelecimento (%) L.
primadrias (%)
15 70,17 a* 0,00 b
30 57,80 ab 2,82 b
45 41,65b 17,00 a
Média 56,54 6,61
v+ 6,35 4,85

Fonte: Autores (2019)

() Médias seguidas da mesma letra minudscula nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. (**) IV = Indice de variacao, calculado por, em que o IV € igual ao
coeficiente de variac¢do (CV) dividido pela raiz quadrada do nimero de repeticdes (N).

O estabelecimento reduziu-se dos 15 para os 45 dias de cultivo (Tabela 4), fato que pode ser
atribuido aos efeitos indesejaveis provocados pela auxina ANA na planta, por ser um regulador
de crescimento mais toxico aos tecidos vegetais (WEAVER, 1976) comparativamente a outros.
A formacio de raizes adventicias primadrias (Tabela 4) atingiu sua média mdxima, de apenas
17,0%, aos 45 dias de cultivo, possivelmente devido a presenga de elevada formagao de calos nos
explantes em todos os tratamentos, indicando que a auxina nao teve efeito na rizogénese in vitro
de Luehea divaricata.

Ja sobre as raizes adventicias laterais de segunda ordem (IV=2,27) ndo houve efeito significativo
de nenhum dos fatores principais (concentra¢oes de ANA: p=0,1828; periodo de cultivo: p=0,0548) nem
da interacdo entre eles (p=0,1378). A média geral foi de apenas 1,25%, fato que, igualmente, pode ser
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atribuido a alta formacao de calos na base das culturas.

Sobre a formagio de calos (IV=5,96) houve efeito significativo das concentracdes de ANA
(p=0,0000), do periodo de cultivo (p=0,0000), e, também, da interagdo (p=0,0025). A formacao de calos
somente foi observada a partir dos 30 dias de cultivo, quando, mesmo na auséncia da auxina, houve
elevada calogénese, contudo, decrescente com a adi¢do de ANA ao meio, a 10 e a 15 pM (Figura 2),
provavelmente em decorréncia do balanco hormonal que se estabeleceu no decorrer do cultivo pela
suplementacao de auxina. Na Figura 2 pode-se observar o ajuste de uma equacao de segundo
grau para o periodo de 30 e de 45 dias de cultivo, com a MET sendo estimada a 14,11uM e
12,81uM, respectivamente.

Figura 2 - Média de formacao de calos (%) em brotacdes de Luehea divaricata Mart. & Zucc.
(acoita-cavalo) em funcao da interacao entre o periodo de cultivo (15, 30 ou 45 dias) e as
diferentes concentragdes de acido naftalenoacético - ANA (0, 5, 10, 15 ou 20 pM), no meio
nutritivo WPM/2.

Figure 2 - Average of callus formation (%) in shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-
cavalo) depending on the interaction of in vitro culture period (15, 30 or 45 days) and the
different concentrations of naphthaleneacetic acid - NAA (0, 5, 10, 15 or 20 uM), in the WPM/2
nutritive medium.

100
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Fonte: Autores (2019)

Emrelacdo ao comprimento das raizes adventicias primdrias (p=0,3280; [V=14,67), avaliado
aos 45 dias, nao houve efeito significativo das concentracdes de ANA, observando-se uma média
geral baixa (0,35 cm), o que indica que a auxina nio influencia positivamente essa varidvel. Isso
pode ser reforcado pelo resultado do experimento anteriormente descrito, que avaliou diferentes
concentracoes de sais do WPM, na auséncia de reguladores de crescimento, e cuja média de
comprimento de raiz adventicia primadria foi superior (1,87 cm).

Sobre a altura (p=0,7316; 1V=8,76), igualmente avaliada somente aos 45 dias, também
nao houve efeito significativo da auxina, sendo observada uma média geral de 0,81 cm. Este
valor também € baixo, haja vista que, no experimento anterior, que testou as concentracoes
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de sais do WPM, foi atingida a média de 2,31 cm, o que evidenciou que a auxina testada,
no presente experimento, também nao promoveu incrementos no desenvolvimento da parte
aérea.

O desenvolvimento observado das brotacdes apds 45 dias de cultivo in vitro foi bem
inferior ao esperado, o que pode ser atribuido ao efeito da adi¢ao da auxina, que pode inibir
a multiplicacdo ou favorecer demasiadamente a formacido de calos (TORRES; CALDAS;
BUSO, 1998). O crescimento do calo em diferentes espécies pode ser independente de auxina
e citocinina, dependente unicamente da auxina, dependente exclusivamente da citocinina
ou dependente de ambas. Assim, determinados tecidos mostram dependéncia total da
presenca de reguladores de crescimento no meio nutritivo, enquanto que outros sintetizam
naturalmente as quantidades que necessitam (YEOMAN, 1970), o que parece ser o caso em
Luehea divaricata.

Em espécies com facilidade para enraizar, a formacao de calos e a formagio de raizes
sdo independentes um do outro, embora ambos envolvam divisdes celulares. Sua ocorréncia
simultanea € devida a sua dependéncia de condi¢des internas e ambientais similares. Em algumas
espécies, a formacao de calos € um precursor da formagao de raizes, enquanto que, em outras
espécies, o excesso de calos pode dificultar a rizogénese (HARTMANN et al., 2010), fato que
ocorreu no presente experimento.

Em microestacas de Cydonia oblonga (marmeleiro), aos 35 dias de cultivo in vitro na
presencade ANA (a 5uM), a rizogénese foi de 39,52%, e houve baixa formacao de calos (0,84%), com
comprimento médio das raizes de 2,83 cm (ERIG; SCHUCH, 2004). Grattapaglia e Machado (1998)
afirmaram que, quando a concentragdo de auxina no meio de enraizamento é excessiva, ocorre
o comprometimento da rizogénese. O aumento na concentracio de auxina exdgena, aplicada
em estacas, provoca efeito estimulador de raizes até um valor maximo, a partir do qual qualquer
acréscimo de auxinas tem efeito inibitério (FACHINELLO et al., 1995). Assim, de maneira geral,
as auxinas podem auxiliar na rizogénese de algumas espécies, contudo, é necessdrio selecionar
a fonte de auxina mais adequada e, também, promover um balanco hormonal adequado nos
tecidos, sendo este especifico para cada espécie, gendtipo e estado fisiolégico das plantas (DIAS
et al., 2012).

Efeito de diferentes meios de cultivo

Em relacdo ao estabelecimento in vitro (IV=5,31), houve efeito significativo do meio de
cultivo (p=0,0007) e do periodo de cultivo (p=0,0133) (Tabela 5), e ndo da interacao (p=0,6403). Os
meios de cultivo compostos por 30 cm® + 30 mL, 30 cm® + 20 mL, 15 cm® + 20 mL e 15 cm® + 10 mL
de vermiculita e meio nutritivo WPM/2, respectivamente, nao diferiram significativamente entre
si em relagdo ao estabelecimento, e apresentaram as maiores médias (100%, 90,67%, 81,44% e
73,72%, respectivamente). Na Tabela 5 é possivel observar que, aos 30 e 45 dias, o estabelecimento
foi superior a 80%.

Ja sobre a formacao de raizes adventicias primadrias (IV=6,65) houve efeito significativo
apenas do periodo de cultivo (p=0,0000), porém, ndo do meio de cultivo (p=0,1884) e, tampouco, da
interacao (p=0,2720). A maior rizogénese foi observada aos 45 dias de cultivo in vitro, com 39,61%
de brotacdes enraizadas (Tabela 5).

A rizogénese verificada aos 45 dias (39,61%), independentemente da combinagdo de
vermiculita com meio nutritivo, foi semelhante a média obtida quando foram testadas as diferentes
concentracdes de sais do WPM, no primeiro experimento, relatado anteriormente. Neste caso, a
formacdo de raizes adventicias primdrias aos 45 dias, independente da concentragio de sais do
meio, foi de 40,52% (Tabela 2), valores considerados elevados frente as dificuldades frequentemente
observadas na rizogénese in vitro de espécies lenhosas. E importante ressaltar que os explantes
utilizados nestes ensaios foram coletados de plantas de origem seminal com 60 dias de cultivo
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in vitro, e isso garantiu a juvenilidade dos tecidos, fato que pode ter uma influéncia positiva na
formacdo das raizes adventicias. Para a maioria das espécies lenhosas, a aptiddo para a rizogénese
dos propdgulos estd associada ao grau de maturagido, sendo observado que na fase juvenil as
plantas apresentam maior potencial de enraizamento que na adulta (FERREIRA et al., 2010;
XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013). Propdgulos jovens sdo mais responsivos a formacéo de raizes
adventicias, pois a auxina é formada, naturalmente, nas partes da planta com crescimento ativo.
Sendo assim, essas auxinas ficam concentradas na base dos explantes e, deste modo, juntamente
com outras substancias nutritivas, sio responsdveis pelo enraizamento, nao necessitando de auxina
exdgena para a formacao do sistema radicular (HARTMANN et al., 2010; XAVIER; WENDLING;
SILVA, 2013; FAGANELLO et al., 2015), o que pode ter contribuido para a formacao das raizes em
Luehea divaricata.

Tabela 5 - Médias de estabelecimento (%) e formacao de raizes adventicias primarias (%) em
brotacoes de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) em funcao do periodo de cultivo
in vitro (15, 30 ou 45 dias), independentemente do meio de cultivo.

Table 5 - Average of establishment (%) and formation of primary adventitious roots (%) in
shoots of Luehea divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) depending on the in vitro culture
period (15, 30 or 45 days), regardless of the culture medium.

Raizes adventicias

Periodo (dias) Estabelecimento (%) ..
primarias (%)
15 66,53 b* 0,91b
30 84,05 a 11,91b
45 85,06 a 39,61a
Média 78,55 17,48
Ve 5,31 6,65

Fonte: Autores (2019)

() Médias seguidas da mesma letra minudscula nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. (**) IV = Indice de variagio, calculado por, em que o IV ¢ igual ao
coeficiente de variag¢do (CV) dividido pela raiz quadrada do nimero de repeticoes (N).

Sobre as raizes adventicias laterais de segunda ordem (IV=5,37) houve efeito significativo
do periodo de cultivo (p=0,0000) e da interagao entre o periodo e o meio de cultivo (p=0,0220), mas
nao do meio de cultivo (p=0,0570). A formacao de raiz adventicia lateral de segunda ordem ocorreu
apenas apés 45 dias, e os meios de cultivo constituidos por 30 cm® + 30 mL, 30 cm® + 20 mL e 15
cm® + 20 mL de vermiculita e meio WPM/2 mostraram-se novamente superiores, assim como foi
verificado em relagio ao estabelecimento, com médias de 38,83%, 49,50% e 38,83%, respectivamente
(Tabela 6).

Em relacdo ao comprimento das raizes adventicias primadrias (p=0,5705; 1V=17,28),
avaliado apenas aos 45 dias, ndo houve efeito significativo do meio de cultivo, obtendo-se uma
média geral de 1,11 cm, considerada satisfatdria para espécies lenhosas. Em porta-enxertos de
Prunus sp. cultivados em meio MS combinado com dgar + vermiculita, o comprimento da raiz foi
de 1,06 cm, inferior aos meios nutritivos acrescidos apenas de dgar (1,32 cm) ou combinados com
vermiculita (1,52 cm) (TIBOLA et al., 2004).

Sobre a altura das brotagoes (p=0,5347; IV=10,47), também avaliada apenas aos 45 dias, ndo
houve efeito significativo do meio de cultivo. Observou-se uma média geral (1,04 cm) um pouco
mais alta inclusive que aquelas obtidas nos experimentos anteriores, e nos quais foram empregados
reguladores de crescimento (0,96 cm com AIB e 0,81 cm com ANA). Isso ratifica a ideia de que as
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auxinas empregadas isoladamente também nao exercem influéncia no desenvolvimento da parte
aérea de brotagodes de Luehea divaricata, nas condi¢des em que foram realizados os experimentos.

Na rizogénese in vitro de porta-enxertos de Prunus sp., o meio de cultivo composto por
vermiculita + d4gar em meio MS promoveu a maior média de brotac¢des enraizadas (99,78%) (TIBOLA
et al., 2004). Em brotacoes de Peltophorum dubium, os melhores resultados para a formacao in vitro
de raizes (36,78%) foram obtidos com a utilizacdo da combinagao de vermiculita, meio MS acrescido
de 10pM de AIB, e dgar (CURTI, 2011; CURTI; REINIGER, 2014). Na fase de rizogénese in vitro,
a vermiculita, umedecida com solucgo nutritiva, pode favorecer a formacao de raizes pelo maior
grau de aeracdo e porosidade que proporciona. A adicao de vermiculita no meio nutritivo promove
0 aumento no numero e comprimento de raizes, na matéria fresca total e radicular, além de maiores
porcentagens de rizogénese (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

Tabela 6 - Médias de raizes adventicias laterais de segunda ordem (%) em brotacées de Luehea
divaricata Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) em func¢io da interacao entre o periodo de cultivo in
vitro (15, 30 ou 45 dias) e os diferentes meios de cultivo.

Table 6 - Average of second order lateral adventitious roots (%) in shoots of Luehea divaricata
Mart. & Zucc. (agoita-cavalo) depending on the interaction of in vitro culture period (15, 30 or 45
days) and the different culture medium.

Composicao Periodo (dias)
Vermiculita Meio nutritivo
15 30 45 Médi
(cm®) WPM/2 (mL) edia
15 10 0,0 Aa* 0,0 Aa 11,00 Abc 3,67
30 10 0,0 Aa 0,0 Aa 5,50 Ac 1,83
15 20 0,0 Ba 0,0 Ba 38,83 Aab 12,94
30 20 0,0 Ba 0,0 Ba 49,50 Aa 16,50
15 30 0,0 Aa 0,0 Aa 5,50 Ac 1,83
30 30 0,0 Ba 0,0 Ba 38,83 Aab 12,94

Fonte: Autores (2019)

() Médias seguidas da mesma letra maiuscula, nas linhas e minudscula nas colunas, niao diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Estes resultados confirmam que Luehea divaricata desenvolve suas raizes com maior
eficiéncia em meio nutritivo WPM independentemente das concentracdes de sais testadas, ou em
WPM combinado com vermiculita, sendo dispensavel o uso de reguladores de crescimento ao meio
nutritivo para essa finalidade, o que reduz os custos da etapa de rizogénese in vitro nessa espécie.
Além disso, deve-se considerar que o emprego de substratos inertes, como a vermiculita e a perlita,
podem ser alternativas que também irdo reduzir os custos da etapa de rizogénese in vitro de espécies
lenhosas (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

Conclusodes

Para otimizar o processo de rizogénese de Luehea divaricata é indicado o cultivo in vitro por
45 dias em meio nutritivo WPM/2, combinado com vermiculita, prescindindo da adi¢io de auxinas.
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