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RESUMO

Aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva) apresenta
aplicabilidade para fins terapéuticos devido as suas
caracteristicas farmacoldgicas e para uso madeireiro em razdo
da sua resisténcia e com grande durabilidade. Isso acarretou a
intensa exploragdo da espécie, levando-a a ser incluida na
lista de espécies ameagadas de extingdo. Em decorréncia
desta situagdo, a micropropagagdo é tida como ferramenta
em potencial para a propagagdo e conservagdo in vitro da
espécie. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
germinagdo e o efeito de diferentes concentragdes de ANA
associada com TDZ e BAP na multiplicagdo in vitro de A.
urundeuva. Segmentos nodais, obtidos a partir de plantulas
germinadas in vitro, foram utilizados como explantes. Os
mesmos foram inoculados no meio de cultura MS50%,
suplementado com as seguintes concentragdes de ANA (0,0;
0,025 e 0,050 mg.L-1) associadas com TDZ (0,0; 0,25; 0,50;
0,75 e 1,00 mg.L-1) e BAP (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg.L-1).
Transcorridos 31 dias, foi avaliado o vigor dos explantes,
calejamento e numero de brotagdes. O percentual de
germinagdo in vitro das sementes de A. urundeuva foi de 61%,
demostrando a viabilidade da técnica para iniciar a
micropropagacdo. O maior vigor dos explantes foi obtido no
meio de cultura suplementado somente com BAP, por sua
vez, o TDZ induziu disturbios fisiolégicos nos explantes, como
intenso calejamento e posterior necrose dos tecidos. Os
resultados obtidos indicam a necessidade de maiores estudos
em razdo do balango hormonal auxina/citocinas ndo foi
favoravel para a multiplicagdo in vitro da espécie.

ABSTRACT

Aroeira-do-sertdo (Astronium urundeuva) has applicability for
therapeutic ~ purposes due to its pharmacological
characteristics and the wood used due to its resistance and
excellent durability. Due to the intense exploitation, it is
included on the endangered species list. A micro propagation

is a potential tool for in vitro propagation and species
conservation. Therefore, this work aims to evaluate the
germination and effect of different concentrations of ANA
associated with TDZ and BAP on the in vitro multiplication of
A. urundeuva. Explants were nodal segments obtained from
seedlings germinated in vitro. They were inoculated in MS50%
culture medium, supplemented with the concentrations of
ANA (0.0; 0.025, and 0.050 mg. L-1), TDZ (0.0; 0.25; 0.50; 0.75,
and 1.00 mg. L-1) and BAP (0.0; 0.25; 0.50; 0.75, and 1.00 mg.
L-1). After 31 days, we evaluated the vigor of explants,
calluses, and the number of sprouts. The in vitro germination
of A. urundeuva seeds was 61%, demonstrating that micro
propagation is a feasible technique to initiate. The explants
supplemented only with BAP showed greater vigor. However,
TDZ induced physiological disorders in the explants, such as
intense callosities and subsequent tissue necrosis. The
auxin/cytokine hormonal balance was not favorable for the in
vitro multiplication of the species.

RESUMEN

Aroeira-do-serto (Astronium urundeuva) tiene aplicabilidad
para fines terapéuticos debido a sus caracteristicas
farmacoldgicas y para uso de madera debido a su resistencia y
con gran durabilidad. Esto llevo a la intensa explotacion de la
especie, lo que la llevé a ser incluida en la lista de especies en
peligro de extincion. Como resultado de esta situacion, la
micropropagacion se considera una herramienta potencial
para la propagacion in vitro y la conservacion de la especie.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la
germinacion e el efecto de diferentes concentraciones de ANA
asociadas con TDZ y BAP en la multiplicacion in vitro de A.
urundeuva. Los segmentos nodales, obtenidos de pldntulas
germinadas in vitro, se utilizaron como explantes. Se
inocularon en el medio de cultivo MS50%, suplementado con
las siguientes concentraciones de ANA (0,0, 0,025 y 0,050 mg.
L-1) asociado con TDZ (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 mg. L-1) y
BAP (0,0; 0,25, 0,50; 0,75 y 1,00 mg. L-1). Después de 31 dias,
se evalud el vigor de los explantes, el calloso y el nimero de
brotes. El porcentaje de germinacion in vitro de semillas de A.
urundeuva fue del 61%, demostrando la viabilidad de la
técnica para iniciar la micropropagacion. El mayor vigor de los
explantes se obtuvo en el medio de cultivo suplementado sdlo
con BAP, a su vez, el TDZ indujo trastornos fisioldgicos en los
explantes, tales como calloring intenso y posterior necrosis de
los tejidos. Los resultados obtenidos indican la necesidad de
estudios adicionales debido a que el equilibrio hormonal
auxina/citoquina no es favorable para la multiplicacion in
vitro de la espécie.
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1.INTRODUCAO
A flora vegetal do Cerrado é uma das maiores do mundo, possuindo mais de 6.000 espécies

(Brasil, 2009). Além de possuir um alto grau de endemismo e ocupar mais de 23,3% do
territério brasileiro e 54% do estado de Minas Gerais (Biomas, 2019). O Cerrado é um
dominio que presta uma variedade de Servicos Ecossistémicos (SE), incluindo servicos
culturais, provisoérios e regulatérios (Joly et al., 2019). Apesar de sua importancia, muitos de
seus ecossistemas deram lugar a agricultura e pecuaria extensiva, em detrimento de uma
diversidade bioldgica até entdo desconhecida e ndo alterada (Brasil, 2015; Martinelli et al.,
2014; Strassburg et al., 2017). A pressdo sobre a flora do Cerrado fez com que diversos
ecossistemas fossem alterados por areas com pastagens degradadas, e muitas espécies
nativas foram se extinguindo devido a exploracdao desordenada.

Tendo em vista o cendrio atual, onde as preocupagdes com as mudancas climdticas sao
crescentes, o governo brasileiro assumiu um novo compromisso na Conferéncia das Nagdes
Unidas sobre Mudancas Climaticas 2021 (COP26), que concluiu com o Acordo de Glasgow,
no qual o pais se comprometeu a restaurar e reflorestar 18 milhGes de hectares de floresta
até 2030 e restaurar 30 milhdes de hectares de pastagens degradadas (Bichara et al., 2022).
Com isso, estudo com espécies nativas vem sendo feitas a fim de auxiliar e cumprir essa
meta proposta. Dentre as espécies em potenciais para recuperagdo e restauracao do
Cerrado, estd a aroeira do sertdo (Astronium urundeuva).

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

Nesse contexto, a recuperacao e restauracao das dreas degradadas, bem como a exploragao
silvicultural de A. urundeuva depende da obtencdo de sementes e mudas. Atualmente, a
propagacdo da espécie ocorre exclusivamente de forma seminal e o mercado ndao tem
disponivel a quantidade de mudas e nem a diversidade exigida pelas normas ambientais
(Durigan et al.,, 2010). Diante disso, a busca por protocolos de estabelecimentos de
sementes in vitro podem auxiliar na dificuldade da propagacdo natural da espécie.
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O avanco no aprimoramento da propagacao vegetativa pode facilitar a rapida multiplicacao
de gendtipos de interesse, com a obtencdo de mudas de qualidade e uniformes em
quantidade suficiente para atender a demanda do mercado (Xavier & Silva, 2010). Diante
das dificuldades encontradas na propagac¢do sexuada da aroeira-do-sertdao, uma alternativa
para a obtencdo de mudas da espécie encontra-se a micropropagacdo. As vantagens da
micropropagacao incluem a capacidade de produzir materiais livres de doengas em larga
escala e por periodos de tempo mais curtos (Aitken-Christie et al., 1995; Arrigoni-Blank et al.,
2011). Além disso, as técnicas de cultivo in vitro desempenham um papel crucial na
manutencdo e compartilhamento de germoplasma com genes de maior qualidade (Braun et
al., 2010). O cultivo in vitro frequentemente emprega reguladores de crescimento com o
objetivo de promover a proliferacdo das plantas.

Dentre os varios tipos de reguladores, destacam-se a classe das citocininas, que sdo
utilizadas para promover o crescimento das plantas, estimulando a divisdao celular,
controlando a sintese de proteinas diretamente relacionadas a formacdo de fibras mitéticas
e inibindo o crescimento dos sistemas aéreo e radicular, exemplos de reguladores dessa
classe sdo o BAP (6-Benzilaminopurina) e o TDZ [thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-
tiuréia)] (Castro et al., 2007). Outra classe importante é a das auxinas que apoiam a divisao,
diferenciagcdao e alongamento celular e estdo correlacionados a dominancia apical, tendo
como exemplo o uso de ANA (4cido naftaleno acético), que tem auxiliado a producgéao in vitro
de espécies florestais nativas.

O estabelecimento de material vegetativo maduro coletado de arvores matrizes adultas
apresenta altos indices de contaminacdo fungica e bacteriana, além da oxidacdo fendlica.
Nesse sentido, uma alternativa vidavel tem sido o cultivo in vitro de plantulas obtidas a partir
de sementes. O material propagativo de origem juvenil apresentar maior capacidade de
resposta in vitro em razdo do menor grau de diferenciacao celular e maior vigor fisiolégico
(Stuepp et al.,, 2018). Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar: (1) a
germinacao in vitro de Astronium urundeuva, e; (2) a multiplicacdo de brotacdes de origem
seminal sob diferentes concentracoes de ANA em associacdo com BAP e TDZ a fim de
estabelecer um protocolo eficiente de micropropagacao a espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL VEGETAL
O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Melhoramento Florestal situado no

Centro de Pesquisa em Ciéncias Agrdrias (CPCA) no Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), localizado no municipio de Montes
Claros, Minas Gerais. A coleta dos didsporos de A. urundeuva foi realizada no més de
setembro, a partir de 21 matrizes localizadas num fragmento de Cerrado localizado no
municipio de Montes Claros/MG (latitude 16°40°59,7”’S, longitude 43°50°21,9”W e altitude
680 m) (Figura 1). De acordo com a classificacdo climatica Koppen (Alvares et al., 2013), a
regido é caracterizada por apresentar um clima seco tropical, com precipitacdao anual entre
1000 a 1300 mm, inverno seco e temperatura média de 23,1°C.
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Figura 1 - Mapa de localizagdo das matrizes de A. urundeuva, utilizadas neste estudo para a coleta dos
didsporos.
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Fonte: Autores (2022).

Os didsporos coletados foram encaminhados ao laboratério, para beneficiamento manual,
gue consistiu na remocdo dos cdlices dos diasporos e a selecido daqueles que nao
apresentavam visualmente fruto-semente vazios (auséncia dos tecidos), danos fisicos e/ou
causados por insetos (Figura 2).

Figura 2 - Didsporos de A. urundeuva coletadas na cidade de Montes Claros - Minas Gerais.
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Fonte: Autores (2022).

2.2. GERMINACAO IN VITRO
Os diasporos selecionados foram colocados em agua corrente por 10 minutos e, em seguida,

foram imersos em uma solug¢do de hipoclorito de sdédio (NaClO) a 2,0 - 2,5% (v/v) de cloro
ativo por 15 minutos. Ao final do tratamento, foram enxaguados com agua deionizada e
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autoclavada por trés vezes e inoculados verticalmente em tubos de ensaio (2 x 10 cm),
contendo 5,0 ml do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade da
concentragao de sais, suplementado com sacarose (30 g L-1) e agar (6 g L-1). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,8 e a esterilizacdo do mesmo foi feita quimicamente com o
biocida Polybac 7DC (2 ml L-1). Apds a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sobre controle de fotoperiodo 16/8h (claro e escuro) e de temperatura de 27 +
2°C.

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

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, contendo 390
repeticées, sendo cada unidade experimental constituida por 1 semente. Os dados
mensurados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade (P>0,05),
respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett. Em seguida os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e andlise de regressao polinomial (P<0,05). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote ExpDes.pt do softwares
estatistico RStudio®, versdo 3.5.3.

2.3. MULTIPLICAGAO IN VITRO
Na multiplicagao in vitro de A. urundeuva, as brota¢des foram obtidas a partir de sementes

germinadas in vitro. Para tanto, as sementes foram colocadas em agua corrente por 10
minutos e, em seguida, foram imersas em uma solucdo de alcool (70%) por 30 segundos e
em sequéncia em solucdo de hipoclorito de sddio (NaClO) a 2,0 - 2,5% (v/v) de cloro ativo
por 15 minutos. Ao final do tratamento, foram enxaguadas com d4gua deionizada e
autoclavada por trés vezes e inoculadas em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 ml do
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade da concentra¢do de sais,
suplementado com sacarose (30 g/L), PVP (1,5 g/L) e agar (6 g/L). O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,8 e a esterilizacdo do mesmo foi feita quimicamente com o biocida
Polybac 7DC biocide® (2 ml L-1). Apds a inoculagao, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sobre controle de fotoperiodo 16/8h (claro e escuro) e de temperatura de 27
+2°C.

Transcorridos 25 dias, as plantulas germinadas in vitro foram excisadas para a retirada da
raiz e a parte aérea sem o meristema apical foi utilizada como explante. As brotacdes foram
inoculadas em meio de cultura em tubos de ensaio (2 x 10 cm), contendo 5,0 ml do meio de
cultura MS com metade da concentracdo de sais, suplementado com diferentes
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concentragdes de ANA associadas com BAP e TDZ (Tabela 1), sacarose (30 g L-1), PVP (1,5 g
L-1) e 4gar (6 g L-1). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e a esterilizacdo do
mesmo foi feita quimicamente com o biocida Polybac 7DC biocide® (2 ml L-1). Apds a
inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sobre controle de
fotoperiodo 16/8h (claro e escuro) e de temperatura de 27 + 2°C.

Tabela 1 - Descricdo das concentragdes dos reguladores de crescimento, acido naftaleno acético (ANA),
benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ) utilizadas na multiplicacdo in vitro de brota¢des de A. urundeuva.

T1 = 0.00 =
T2 - 0.25 -
T3 = 0.50 =
T4 - 0.75 -
T5 = 1.00 =
T6 0.025 0.00 -
T7 0.025 0.25 =
T8 0.025 0.50 -
T9 0.025 0.75 =
T10 0.025 1.00 -
Ti1 0.050 0.00 =
Ti2 0.050 0.25 -
Ti3 0.050 0.50 =
Ti4 0.050 0.75 -
T15 0.050 1.00 =
T16 - - 0.00
T17 - - 0.25
T18 - - 0.50
T19 = = 0.75
T20 - - 1.00
T21 0.025 = 0.00
T22 0.025 - 0.25
T23 0.025 = 0.50
T24 0.025 - 0.75
T25 0.025 = 1.00
T26 0.050 0.00
T27 0.050 = 0.25
T28 0.050 - 0.50
T29 0.050 = 0.75
T30 0.050 - 1.00

Fonte: Autores (2022).
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Transcorridos 30 dias apds o inicio do experimento, procedeu-se a avaliacdo das brotacdes
guanto ao seu vigor vegetativo, grau de calejamento e o numero de brotacdes emitidas. O
vigor vegetativo das brotagdes e o seu grau de calejamento foram avaliados com base em
uma escala de notas (Figura 3 e 4).
Figura 3 - Escala de notas de classificagdo do vigor vegetativo das brotagdes de A. urundeuva multiplicadas in
vitro em meio de cultura MS50% suplementado com diferentes concentragées de ANA associadas com

concentragOes de BAP e TDZ. 1- explante morto; 2- explante em processo de necrose; 3- explante pouco
vigoroso; 4- explantes desenvolvidos, porém com distirbios fisioldgicos; 5- explantes vigorosos.

Fonte: Autores (2022).

Figure 4 - Escala de notas de classificagdo do grau de calejamento das brotagSes de A. urundeuva multiplicadas
in vitro em meio de cultura MS50% suplementado com diferentes concentragées de ANA associadas com
concentragdes de BAP e TDZ. 1- explante morto; 2- explante com grande area de calos; 3- explante com pouca
presencga de calos; 4- explantes desenvolvidos, porém com disturbios fisioldgicos; 5- explantes vigorosos.

Fonte: Autores (2022).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com 30
tratamentos, cada qual composto por 10 repeticdes, com 1 brotacdo por unidade amostral.
Os dados mensurados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade
(P>0,05), respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e Bartlett. Em seguida os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e analise de regressdo polinomial (P<0,05). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote ExpDes.pt do software
estatistico RStudio®, versdo 3.5.3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. GERMINAGAO IN VITRO
As espécies florestais nativas, tais como a A. urundeuva que ainda estdo em um estdgio de

pré-melhoramento, apresentam dificuldades quanto a sua propagacao quer seja seminal ou
clonal. Na maioria das nativas, a baixa taxa de germinag¢dao é um fator que prejudica sua
perpetuacdo. Com isso, os resultados obtidos de germinacgdo in vitro no presente estudo
foram satisfatérios quando comparados ao método de propagacdo por sementes
(Nascimento et al., 2022). No final dos 31 dias de cultivo in vitro foi observada uma
porcentagem de 61,53% de plantulas; 34,10% de sementes ndao germinadas e 4,37% de
sementes com protusao radicular.

O inicio do processo germinativo foi observado a partir do terceiro dia de cultivo in vitro,
onde houve um total de 14,35% de sementes com presenca de radicula. A rapida
germinacgao in vitro das sementes de A. urundeuva é decorrente da sua adaptabilidade as
condicbes ambientais dos locais de ocorréncia natural da espécie. Para tanto, ha rapida
absorcdo de agua e fisiologicamente um acentuado aumento na intensidade respiratdria,
que é responsavel pela producdo de energia que vai ser utilizada nas reagdes bioquimicas.
Dentre as reagdes bioquimicas, temos a degradacdo das substancias de reserva, que vao
nutrir o eixo embriondrio até o desenvolvimento do sistema radicular (Alonso, 2018).

No processo germinativo das sementes de A. urundeuva para as plantulas ditas normais
houve um pico apds 7 dias de cultivo in vitro que se estendeu até ao 232 dia, no qual
observou uma estabilizacdo de germinacdo, totalizando 240 de plantulas (Figura 5). Tal
comportamento pode ser explicado devido aos didsporos de aroeira possuirem um indice
médio de emergéncia de plantulas apds 5 dias de semeadura (Paula et al., 2022). No
decorrer do tempo, os didsporos que ndo sdo viaveis, mesmo que proporcionada todas as
condicOes ideais, ndo ha formacdo de plantulas.

Figure 5 - Porcentagem de plantulas (%) de A. urundeuva germinadas in vitro em meio de cultura MS50%, apds
31 dias de inoculagdo.

100 -
(7]
(1}
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S 0 - R2=0.92
3
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Fonte: Autores (2022).

A germinagdo in vitro de A. urundeuva estd atrelada a alguns fatores, dentre os quais a
variabilidade genética das sementes. A literatura reporta que os didsporos germinados de A.
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urundeuva variam de 20% a 80% (Dorneles et al., 2005). No presente estudo, 34,10% dos
diasporos foram classificados como invidveis e esse fator genético dificulta determinar as
possiveis causas dessa inviabilidade, pois cada semente responderd de uma forma
independente. Além disso, outro fator decisivo que pode afetar diretamente as condi¢Ges
dos didsporos é a sanidade da planta matriz na época de frutificacdo. As condic¢Oes
edafoclimaticas do local das plantas matrizes podem alterar o transporte de nutrientes para
toda a planta e consequentemente impactar na formacado de sementes de qualidade.

Tabela 2 - Percentuais de protrusées radiculares e de didsporos ndo germinados de A. urundeuva germinadas
in vitro em meio de cultura MS50%, apés 31 dias de inoculagdo.

14.35 85.64

41.28 57.43
10 34.35 53.07
14 31.,28 38.20
18 23.07 37.94
22 8.71 35.12
25 6.41 35.12
28 4.35 34.10
31 4.35 34.10

Fonte: Autores (2022).

A protrusdo radicular é uma varidvel de suma importancia uma vez que é indicativo de que
as sementes ao emitirem raizes apresentam alta probabilidade de desenvolverem plantulas
completas. Geralmente, baixas porcentagens para esse indice estdo atreladas a dorméncia
ou incapacitagcdo das raizes romperem os tegumentos, o que rotineiramente ocorre em
espécies nativas. Porém, Dorneles et al., (2005) testando diferentes métodos de superacgdes
de dorméncia em A. urundeuva, observou que os principais métodos que auxiliam nesse
processo, reduziram a viabilidade da semente e consequentemente a reducdo de sua taxa
germinativa, ndo sendo recomendado para essa espécie o uso de quaisquer métodos de
guebra de dorméncia, conforme constatou-se no presente estudo. Nesse contexto, mesmo
aqueles diasporos (4,35%) que emitiram radicula apds 28 dias de cultivo in vitro
desenvolveram a parte aérea em sequéncia (Tabela 2).

Os resultados obtidos para a germinagao in vitro de A. urundeuva demonstrou que a sua
propagacdo in vitro é factivel, com um percentual de obtencdo de plantulas normais
satisfatorio (61%). Isso demonstra que a micropropagacdo da espécie a partir de material
juvenil é uma ferramenta em potencial para maiores estudos, quer seja para a multiplicacdo
de gendtipos ou para a conservacao de germoplasma.

3.2. MULTIPLICAGAO IN VITRO

A multiplicagao in vitro almeja a proliferagao do material vegetal em uma acentuada taxa de
crescimento, com a emissdao do maior nimero de brotacdes em cada subcultivo. Entretanto,
diversas espécies lenhosas, especialmente as florestais nativas, tém apresentado problemas
nessa etapa (Choudhary et al., 2020). Diversos fatores podem estar ligados a reduzida taxa
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multiplicativa das brotacdes, tais como o gendtipo, o meio de cultura, as condi¢bes de
cultivo in vitro (Ferrari et al.,, 2004). No presente estudo, o acompanhamento do
experimento através de observagdes periddicas abriu um indicio que A. urundeuva
apresenta uma dominancia apical proeminente. Portanto, a alteracdo do balanco hormonal
auxinas/citocininas dos explantes pela suplementacdo do meio de cultura com reguladores
de crescimento pode ser decisivo para a quebra dessa dominancia e induzir a multiplicacao
de novas brotacdes.

Em relacdo ao numero de brotagdes, os melhores resultados foram obtidos naqueles
tratamentos com a presenca de ANA (Figura 6A). O efeito positivo do ANA para a
multiplicacdo das brotacdes de A. urundeuva provavelmente estd ligado a sua contribuicao
para a manutencdo de um balanco enddgeno nos explantes que favoreceu a quebra da
dominancia apical e a inducdo da multiplicacdo das brotacGes axilares (Nascimento et al.,
2022). A associacdo de ANA e BAP promoveu a multiplicacdo das brotacGes apenas nos
tratamentos T11l e T9. No ambito geral, a associacdo de BAP e ANA nao foi eficaz na
proliferacao de brotagdes de A. urundeuva.
Figura 6 - Valores médios do nimero de brotos (A), vigor (B) e calejamento (C) de A. urundeuva na fase de

multiplicagdo in vitro. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,05
de significancia.
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Os resultados referentes a multiplicacdo das brotacdes no meio de cultura suplementado
com ANA associado com TDZ foram insatisfatérios, visto que na maioria dos tratamentos
houve intenso calejamento dos explantes (Figura 7). A maioria dos explantes apresentaram
morte ou inibicdo do desenvolvimento do meristema apical. Essa resposta provavelmente
deve-se ao efeito hormonal do TDZ que induz uma intensa desdiferenciagdo celular, o que
contribuiu para a inibicdo do desenvolvimento do 3apice dos explantes, promovendo a
guebra da dominancia apical (Maximo et al., 2020). Por outro lado, o intenso calejamento
promovido pela acdo do TDZ no meio de cultura proporcionou a formacdo de estruturas
bem caracteristicas de tecidos meristematicos, havendo a formacdo de uma brotagdo, muito
provavelmente adventicia. Assim, esse resultado abre perspectivas para a utilizacdo do TDZ
como indutor de organogénese e/ou embriogénese somatica em A. urundeuva. O potencial
morfogénico do TDZ ja foi comprovado para diferentes espécies florestais (Dhiman et al.,
2018).

Figura 7 - Aspecto visual do calejamento induzido em segmento nodal no tratamento com ANA associado com
TDZ, em meio de cultura MS50%, apos 31 dias de inoculagdo de A. urundeuva.

Fonte: Autores (2022).
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Ressalta-se que os tratamentos nos quais o ANA foi associado com BAP, ndo houve
calejamento das brotagdes (Figura 6C). Portanto, na multiplicacdo in vitro de A. urundeuva, o
tipo de citocinina utilizada como regulador de crescimento tem efeito diferenciado sobre a
morfogénese dos explantes. O BAP é a principal citocinina utilizada nos meios de cultivo in
vitro de espécies florestais (Sant'ana et al., 2018).0 vigor vegetativo das brotac¢des foi obtido
para aqueles tratamentos nos quais apenas o BAP foi suplementado ao meio de cultura
(Figura 6B). Por sua vez, os tratamentos com TDZ todos apresentaram na sua maioria a
morte das brotagdes, em razao do intenso calejamento observado.

As brotagdes que se desenvolveram, apresentaram leves sintomas de deficiéncia nutricional,
com o amarelecimento do limbo das folhas de algumas brotacdes. Tais resultados revelam a
necessidade de maiores estudos relacionados a nutricdo in vitro, como avaliacdo de meios
de cultura e concentra¢des dos componentes dos mesmos. Como alternativa ao meio MS, a
utilizacdo do meio de cultura WPM pode mostrar bons resultados em espécies nativas
brasileiras como: Hancornia speciosa e Dalbergia nigra (Pires et al., 2019; Pessanha et al.,
2022).

De modo geral, com base nos resultados obtidos no presente estudo, recomenda-se maiores
investigacbes na micropropagacao de A. urundeuva, especialmente com modificacdes do
meio de cultura, conforme encontrado para Rubus sp e Eucalyptus Globulus Labill. (Villa et
al., 2010; Cordeiro et al., 2014). Novos estudos a fim de determinar a concentracdo ideal de
reguladores de crescimento para a multiplica¢ao in vitro de brotag¢des de A. urundeuva com
a associacdo de ANA x BAP corresponde a melhor alternativa para otimizar a producdo de
propagulos in vitro. Ademais, em razdo dos resultados obtido com intenso calejamento dos
explantes nos tratamentos com TDZ, o mesmo poderad ser utilizado em novas pesquisas com
organogénese e/ou embriogénese da espécie a fim de determinar possiveis altera¢cdes em
sua taxa de germinacao e multiplicacdo in vitro.

4. CONCLUSAO
A germinagdo in vitro de A. urundeuva é uma alternativa aos métodos convencionais de

propagacdo, obtendo-se 61% de plantulas vidveis para etapas subsequentes de
micropropagac¢ao. O balanco hormonal estabelecimento entre ANA x BAP e ANA x TDZ em
nenhum dos tratamentos testados foi efetivo para induzir a multiplicagdo in vitro de A.
urundeuva.
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