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RESUMO

Libidibia ferrea conhecida como juca pertence a familia Fabaceae nativa do Brasil,
distribuida no Norte e Nordeste. E uma espécie medicinal com propriedades
terapéuticas e antimicrobianas com compostos de importancia farmacéutica. No
entanto, apresenta dorméncia tegumentar com dificuldades na producdo de
sementes o0 que prejudica sua propagacao. Sendo assim, esse trabalho teve como
objetivo verificar a eficacia de métodos de desinfestacdo para segmentos nodais, e a
influéncia do acido indolbutirico para o estabelecimento ex vitro de segmentos
apicais de L. ferrea. O estudo foi desenvolvido, em dois experimentos, no laboratério
de Silvicultura e Tecnologias Digitais LASTED. Para o experimento |, os segmentos
nodais foram obtidos de plantas matrizes do Campus lll, INPA. Os explantes foram
submetidos em diferentes solu¢des de hipoclorito de sodio (0,10, 0,50 e 1%); alcool
70%, fungicida sistémico (25, 50, 75 e 100%), bem como a combinacdo destes
agentes desinfetantes. Os resultados indicam que 100% de explantes apresentaram
contaminacdo microbiana e oxidacdo sendo que nenhum tratamento foi eficiente
para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais. O experimento Il foi
desenvolvido no viveiro do LASTED. O material vegetal foi obtido de plantulas
juvenis de L. ferrea cultivadas no INPA. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 3, com um tipo estaca: apical; trés substratos:
solo organico, vermiculita e solo organico + vermiculita; e trés concentracfes de
acido indolbutirico 0, 1000 e 3000 (mg L!). As estacas foram conduzidas em trés
tipos de substratos em bandejas de plastico. Apos 90 dias foram avaliadas as
seguintes variaveis: sobrevivéncia (%), enraizamento (%), niumero de brotacdes,
comprimento da estaca (cm), comprimento da raiz (cm) e numero de folhas. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados mostraram
gue as estacas de juca apresentaram facilidade de sobrevivéncia, enraizamento e
crescimento uniforme em todos os tratamentos testados. A combinacdo de estaca
apical com o substrato solo organico + vermiculita na concentragdo 1000 (mg L?) de
AIB promoveu maior desenvolvimento das estacas.

Palavras chaves: juca, descontaminacéo de explantes, estaquia.



ABSTRACT

Libidibia ferrea known as jucd, belongs to the Fabaceae a native family of Brazil, it is
distributed in the North and Northeast. It is a medicinal species with therapeutic and
antimicrobial properties with compounds of pharmaceutical importance. However, it
has cutaneous numbness with difficulties in seed production, which impairs its
propagation. So, the objetive of this paper was to verify the efficacy of disinfestation
methods for nodal segments, and the influence of indolbutyric acid for the ex vitro
establishment of L. ferrea apical segments. The study was conducted in two
experiments at the LASTED Forestry and Digital Technologies laboratory. For
experiment |, nodal segments were obtained from matrix plants of Campus Ill, INPA.
The explants were submitted to different sodium hypochlorite solutions (0.10, 0.50
and 1%); 70% alcohol, systemic fungicide (25, 50, 75 and 100%), as well as the
combination of these disinfectant agents. The results indicate that 100% of explants
presented microbial contamination and oxidation and no treatment was efficient for in
vitro establishment of nodal segments. Experiment Il was developed in the LASTED
nursery. Plant material was obtained from juvenile L. ferrea seedlings grown at INPA.
The design used was completely randomized in a 3 x 3 factorial scheme, with a stake
type: apical; three substrates: organic soil, vermiculite and organic soil + vermiculite;
and three indolbutyric acid concentrations 0, 1000 and 3000 (mg L-1). The cuttings
were conducted on three types of substrates in plastic trays. After 90 days the
following variables were evaluated: survival (%), rooting (%), number of shoots, cut
length (cm), root length (cm) and number of leaves. The results were submitted to
variance analysis and the means were compared by Tukey test at 5% probability.
The results showed that the juca cuttings showed easy survival, rooting and uniform
growth in all tested treatments. The combination of apical cuttings with organic soil +
vermiculite substrate at IBA concentration 1000 (mg L-1) promoted a higher cuttings
development.

Keywords: juca, explant decontamination, cutting.
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1. INTRODUCAO

A Amazodnia é um importante centro da diversidade com espécies com
potencial para serem utilizadas com fins ornamentais, na perfumaria e farmacéutica,
entretanto, uma infinidade de espécies permanece negligenciada e sdo sub-
exploradas (CLEMENT et al., 2009). Neste contexto, encontra-se a Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (Leguminosae) conhecida popularmente como jucé
pertencente a familia Fabaceae nativa do Brasil, distribuida no Norte e Nordeste
(LORENZI, 1992).

Estudos comprovam que 0 juca possui propriedades terapéuticas como:
analgésica, antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunoestimulante, cicatrizante e
hipoglicemiante as quais indicam a presen¢ca de substancias de interesse
farmacoldgico (XIMENES, 2004).

Apesar do seu intenso uso, esta espécie apresenta uma dorméncia
tegumentar aliado a predacdo por passaros, insetos e roedores que limita a
recomposicado das populacdes naturais das matas e de plantios ex situ, fazendo da
técnica de regeneracéo de plantas in vitro, uma alternativa, para producédo de mudas
da espécie (MAIA, 2004).

Benedito et al. (2012) relata que as técnicas de propagacao sexuada e
assexuada do juca justificam-se devido a necessidade da obtencdo de mudas para o
cultivo comercial e 0 melhoramento genético. Como alternativa, destaca-se a Cultura
de Tecidos Vegetais que utiliza qualquer célula do organismo vegetal que contém a
informacédo genética para regeneracao de uma planta completa (RIBEIRO; BASTOS,
2008).

A propagacéao de plantas através da cultura de tecidos vegetais possibilita
a multiplicacdo de organismos vegetais que por muitas vezes possuem
disponibilidade limitada. Além disso, essa tecnologia possibilita a obtencdo de
individuos selecionados como também de substancias ativas. Contudo, o
estabelecimento de uma cultura vegetal deve levar em consideracdo as
caracteristicas da espécie, e para isso um protocolo de assepsia especifico deve ser
empregado (ESPINOSA et al., 2018)

As plantas lenhosas apresentam grandes dificuldades para
estabelecimento in vitro devido as contaminagfes dos tecidos por microrganismos,

gue podem ser minimizadas ou evitadas com a manutengdo da matriz doadora de
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explantes em casa de vegetagdo, com a aplicacdo prévia e a acdo de fungicidas e
bactericidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Sobre a micropropagacdo de plantas Lima et al. (2007) comenta que €&
uma alternativa para a propagacdo comercial de espécies vegetais de interesse
econbmico e farmacoldgico. Embora esta técnica tenha como desvantagem o custo
elevado, a crescente demanda por plantas indexadas, com alta qualidade
fitossanitaria e fisiol6gica, bem como com capacidade de sintese de metabdlitos
secundarios.

Em relacdo a regeneracao de plantas in vitro, a micropropagacdo, que
vem assumindo um papel importante na propagacao em larga escala de espécies de
interesse medicinal e biotecnoldgico. Especificamente, para espécies vegetais que
apresentam um longo periodo de maturacao, baixa viabilidade de sementes, e de
dificil propagacéo através dos métodos convencionais.

Neste contexto, considerando a importancia medicinal e as dificuldades
de propagacao desta espécie esse trabalho teve como objetivo verificar eficacia de
diferentes métodos de desinfestacdo para segmentos nodais, e a influéncia do acido
indolbutirico para o estabelecimento ex vitro de segmentos apicais de Libidibia

ferrea.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1Classificacéo botanica da espécie Libidibia ferrea.

A espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) LP Queiroz var. ferrea tem como
a sinonimia de Caesalpinia ferrea (Mart. ex Tul.) € conhecida popularmente como
pau-ferro, juca, pau ferro-verdadeiro e jucaina. Pertence a familia Fabaceae,
distribuida em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais (DI
STASI, 1996). A classificacdo taxondmica dessa espécie encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo taxondmica da espécie Libidibia ferrea.

Nome completo Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea
Sinonimia Caesalpinia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz

Reino Planta

Filo Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae)

Subclasse Rosidae

Ordem Fabales

Familia Fabaceae

Subfamilia Libidibiaceae (Caesalpinioideae, Leguminosae)
Espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea

Fonte: QUEIROZ et al., 2009.

2.2 Aspectos gerais da espécie vegetal

7

Libidibia ferrea € nativa do Brasil onde apresenta pelo menos trés
variedades tipicas: L. leiostachya, L. parvifolia e L. ferrea. As variedades L.
leiostachya e L. parvifolia sdo comuns no centro oeste e sudeste brasileiro,
ocorrendo naturalmente na Mata Atlantica e no Cerrado, onde sdo reconhecidas
popularmente por pau-ferro, havendo diferencas entre as variedades no que se
refere ao crescimento da espécie (QUEIROZ, 2009).

Em relacdo a variedade L. leiostachya Nogueira (1977) afirma que esse
grupo apresenta arvores que podem atingir o dossel superior da floresta, com 20-30
m de altura, e didametro do tronco de até 1 m, retilineo, cilindrico, alto e robusto, com
casca lisa e com grandes manchas brancas sobre fundo escuro, de belo efeito

decorativo.
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Esta variedade foi introduzida na Amazonia por imigrantes nordestinos,
possivelmente nos dois principais ciclos de migragao caracterizados como a “época
da borracha”, e hoje em estados como o Acre € uma planta presente nos quintais,
sendo aproveitada como arvore de sombra e para producdo de frutos com fins
medicinais (PRANCE e SILVA, 1975).

Esta espécie vegetal, pode alcancar 10-15 m de altura, com um diametro
do tronco de 40 a 60 cm. Suas folhas de arvore adulta podem medir cerca de 7-20
cm de comprimento e séo cobertas com pelos amarelados e curtos. Suas flores séo
pequenas e amarelas com caracteristicas aglomeradas. Sua floracdo ocorre entre
abril e maio e a frutificagéo entre maio e agosto (GALDINO et. al.,2007).

Os frutos sdo denominados de vagens, cujas dimensdes médias sédo de
8,3x 1,8 x0,8cm e tem a cor verde quando imaturo, tornando-se marrom quando
maduros (Figura 1). Eles séo indeiscentes, com um lado oblongo, ligeiramente
achatado e sinuoso com sutura ventral saliente, base arredondada a curvada e apice
arredondado (GALDINO et al., 2007).

As sementes sdo de forma discoide ou ovoide, com uma base achatada e
apice arredondado e o tamanho médio das sementes € 0,9 x 0,5 x 0,5 cm e suas
cores variam de verde claro a amarelado. As sementes sdo opacas, firmes em
consisténcia, e sdo separados em cavidades individuais distintamente visiveis e
apresentam disposicao unisseriada e transversal. As flores sdo amarelas, pequenas
e em cachos (LORENZI e MATOS, 2002).
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Figura 1 - Aspectos gerais da espécie Libidibia ferrea. (A) arvore de L. ferrea; (B) folhas; (C) fruto
imaturo; (D) fruto maduro; (E) detalhe da semente; (F) detalhe das sementes dentro da vagem ¢
(G) flores de L. ferrea.
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Fonte: COSTA, 2012.

A floracdo do juca ocorre na estacéo seca até inicio da estacédo chuvosa,
e a frutificacdo ocorre no final da estacdo seca e se prolonga pela estacdo chuvosa.
Tem anualmente uma alta producao de frutos. As sementes apresentam germinacao
numa amplitude térmica de 15 a 40°C, e podem ser armazenadas por pelo menos
oito meses (GALDINO et al., 2007).

O jucéd é cultivado em diferentes partes do mundo para o uso de
reflorestamentos de cidades, parques e ruas. Além disso, essa espécie pode
utilizada para o paisagismo, proporcionando boa sombra em ruas e avenidas.
Também ¢ indicada para recomposicdo de Areas de Preservacdo Permanente
(APP) que foram degradadas (LORENZI, 1992). Além disso é empregada na

indastria madeireira, na forma de vigas, esteios, caibros, escadas (MAIA, 2004).

2.3 Principios quimicos e atividade biologica Libidibia ferrea

Estudos quimicos com Libidibia ferrea tém demonstrado que a presenca

de compostos fendlicos com possiveis aplicagdes farmacoldgicas, como chalconas e
17



polifenéis (NAKAMURA et al., 2002). Desse modo, a espécie € uma das 71 plantas
da lista de plantas medicinais de interesse para o Sistema de Saude Brasileiro
(RENISUS) e foi incluida no Formulario Nacional de Ervas Medicinais (BRASIL,
2011).

Em relacéo as substancias isoladas da L. ferrea Nozaki et al. (2007) esta
o composto denominado Pau ferrol A, que foi isolado a partir do caule de juca. Este
novo trimero chalcona mostrou potencial atividade inibidora contra a topoisomerase
Il humana induzindo apoptose em células leucémicas, assim, comprovando as
propriedades terapéuticas da planta.

Além disso, é bastante utilizada na medicina popular e sao atribuidas a
sua casca propriedades anti-inflamatorias e analgésicas, a entrecasca € utilizada
para o tratamento de feridas, contusdes, asma e tosse cronica. Os seus frutos sao
utilizados como antidiarréicos, anticatarrais e cicatrizantes, enquanto suas raizes
séo antitérmicas (MAIA, 2004).

2.4 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos de planta compreende um conjunto de técnicas nas
guais um explante (célula, tecido ou um 6rgéo) é isolado e cultivado sob condicbes
de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (PASQUAL, 1997). A técnica esta
baseada na totipotencialidade da célula vegetal, ou seja, na sua capacidade de
originar uma nova planta (PINTO e LAMEIRA, 2001).

De acordo com Pasqual et al. (1997), o sucesso da cultura de células,
orgaos ou tecidos in vitro depende, em geral, da selecdo do explante, das
condicbes de temperatura e luminosidade em que a cultura € mantida e do uso
de meio de cultura apropriado para o estabelecimento da espécie vegetal.

Sobre a variabilidade na resposta morfogenética in vitro Grattapaglia e
Machado (1998) afirmam que existe diferenca ndo apenas entre espécies mas
dentro de cada gendétipo, levando a elaboracdo de protocolos especificos. O meio de
cultura e sua concentracdo sdo essenciais no cultivo in vitro, pois a quantidade de
nutrientes e reguladores de crescimento afetam o desenvolvimento dos explantes
(NAVES, 2001).

Além disso, a cultura de tecidos vegetais possibilita fornecer mudas de

gualidade genética e quantidade para suprir a necessidade do mercado em curto
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espaco de tempo (BHOJWANI e DANTU, 2013). Desse modo, as principais técnicas
de cultura de tecidos vegetais, sdo: a micropropagacao, a embriogénese somatica, a
calogénese, a cultura de embrides e a suspenséo celular visando a producdo de
metabdlitos secundarios (MORAIS et al., 2012), como mostrado na Figura 2.

Figura 2 - Principio geral da cultura de células e tecidos vegetais.
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Fonte: KERBAUY (1997).

2.5 Propagacéo vegetativa

A propagacdo vegetativa ou assexuada tem como finalidade principal
reproduzir plantas descendentes do gendtipo de uma Unica planta fonte que possua
caracteristicas desejaveis. O processo biolégico € descrito como clonagem e o
individuo resultante desta planta € chamado de clone (HARTMANN et al., 2011).

Sendo assim esta técnica caracteriza-se em produzir partes das plantas
sejam elas estacas da parte aérea ou radicular, gemas ou outras estruturas
especializadas, ou ainda de meristemas, apices caulinares, calos e embrifes.
Contudo, um vegetal é regenerado a partir de células somaticas sem alterar o
gendtipo, devido a multiplicacdo mitética (CANHOTO, 2010).

Em relacdo as vantagens da propagacdo vegetativa Fachinello et al.
(2005) destaca: a preservacdo das caracteristicas genéticas da planta matriz,
especialmente na multiplicagdo de espécies que ndo produzem sementes; a
manutenc¢do do valor agrondmico e/ou caracteristicas desejaveis de uma cultivar; a
reducdo da fase juvenil; a formagéo de areas uniformes de producédo; a combinagéo

de material vegetal quando se utiliza enxertia.
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Entretanto, as principais desvantagens provocadas por essa técnica sao:
possibilita a transmissdo de doencgas especificamente causadas por virus e
microrganismos; auséncia de variabilidade genética; mutacdo das gemas, gerando
clones diferenciados e de menor qualidade que a planta-matriz (FACHINELLO et al.,
2005).

Sobre os efeitos positivos da propagacdo vegetativa Wendling (2003)
enfatiza que esse método de propagacdo permite a formagcdo de um clone ou grupo
de plantas provenientes de uma matriz em comum, Ou Seja, com carga genética
uniforme e com idénticas necessidades climéticas, edaficas, nutricionais e de
manejo.

Dentre as técnicas existentes destaca-se a estaquia que € um metodo de
propagacdo que consiste na retirada de segmentos da planta-mae que, sob
condicbes adequadas, emitem raizes, formando nova planta idéntica aquela que lhe
deu origem (HARTMANN et al., 2011).

A estaquia € uma técnica amplamente utilizada, pois permite em um
espaco de tempo aumentar a producdo de mudas, possibilitando também que
apenas uma Unica planta-matriz possa gerar varios individuos idénticos (clones),
possuindo baixo custo e facil execucéo, além de produzir uniformidade nos plantios
e viabilizar uma selecdo mais eficiente em relacdo a reproducdo sexuada
(FACHINELLO et al., 2005).

Uma das estratégias para auxiliar no processo de propagacao vegetativa
€ a utilizacdo de reguladores de crescimento, como 0 acido indolbutirico (AIB) que
estimula a divisdo celular e o processo de inducao do enraizamento (HARTMANN et
al.,, 2011). A relacdo que ocorre entre auxinas e citocininas € o que favorece a
formacédo de raizes e brotacdes em plantas (TAIZ e ZEIGER, 2009).

As mudas originadas a partir das plantas matrizes séo caracterizadas por
manter a mesma constituicdo genética do clone durante as proximas geracdes
(FERNANDES et al., 2004). Segundo Lopes et al. (1997), esse processo acontece
pelo fato de ndo ocorrer a fusdo de gametas e, consequentemente, ndo ocorre a
recombinacado genética, permitindo a reproducéo fiel da planta-mae

A formacao de raizes adventicias se inicia ap0s o corte na base da estaca
através de uma reacgédo histolégica de cicatrizacdo das células exteriores, formando

uma placa necrosada, sendo selada com um material de cortica (suberina). Esta
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placa evita a dessecacao e a entrada de microrganismos na estaca (HARTMANN et
al., 2011).

Sendo assim as células vivas que estdo por de tras desta placa comegam
a se dividir, e uma camada de células do parénquima forma uma massa irregular
chamada de “calo” (HARTMANN et al., 2011). Contudo, este tecido € pouco
diferenciado, sendo originado do cambio vascular, do cértex ou da medula, cuja
formacdo representa o inicio do processo de regeneracdo (FACHINELLO et al.,
2005).

2.6 Fatores que afetam a cultura de tecidos

As técnicas de micropropagacdo permite a producéo de individuos com
caracteristicas genéticas desejaveis, alto padrdao de sanidade das mudas, em
ambiente asséptico e controlado (PAIVA; GOMES, 2005). Configura-se como
técnica na silvicultura moderna, pois auxilia a regeneragcdo de plantas com um
pequeno numero de explante, essas com genoétipo idéntico a planta matriz
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Uma das particularidades da micropropagacao é o controle das diferentes
fases do crescimento dos explantes in vitro. Isso ndo ocorreria sem a adicdo de
reguladores de crescimento ao meio de cultura, compostos organicos dos quais em
baixas concentracdes, promovem, inibem ou modificam o crescimento do vegetal
guando cultivados in vitro (HARTMANN et al., 2011).

Sobre o0 sucesso de um protocolo de micropropagacdo Quisen et al.
(2008) depende de vérios fatores durante as etapas como: estado fisiologico da
planta matriz, coleta de explantes, esterilizacdo dos meios de cultura, condicfes de
incubacédo, manipulacdo de subculturas e uso de reguladores de crescimento, e 0
meio de cultura.

Dentro da cultura de tecidos, explante é qualquer tecido oriundo de uma
planta capaz de iniciar uma cultura in vitro, podendo ser ele, um apice caulinar ou
radicular, uma gema axilar, um segmento nodal, um fragmento foliar, uma antera,
um ovario ou embrido, e outros (CID, 2002).

Sendo assim, qualquer parte do tecido vegetal pode ser utilizado como

explante. Porém, na selecdo deste, deve-se levar em consideracdo, aquele que
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possui maior proporcao de tecido meristematico, ou que tenha maior capacidade de
expressar a totipoténcia celular (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

2.7 Desinfestagao e estabelecimento in vitro dos explantes

Uma das principais dificuldades dentro da cultura de tecidos é a
descontaminacdo dos explantes. Desse modo, tratamentos assépticos aplicados nas
plantas matrizes sdo determinantes para seu sucesso, principalmente, quando se
trabalha com  espécies possuidoras de  microrganismos  enddgenos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Assim, os tecidos de plantas excessivamente contaminados devem ser
lavados em solucdo fraca de detergente e enxaguadas varias vezes em agua
destilada antes da esterilizacdo. Os agentes desinfetadores mais utilizados em
tratamentos de assepsia é o hipoclorito de sodio (NaOCI) em concentracdes a partir
de 0,25%, alcool 70%, fungicidas e bactericidas (LEBOWITZ, 1995).

Sobre a desinfestacdo dos explante Grattapaglia e Machado (1998)
abordam que muitas substancias sao empregadas, dentre elas, o etanol e o cloro
em geral é usado na forma de hipoclorito de sédio. Geralmente, nos tratamentos de
assepsia as concentracdes variam de 0,5 a 2,0% e dura cerca de 40 minutos.

O meio de cultura € um meio nutritivo que deve suprir tecidos vegetais
cultivados in vitro, com nutrientes para o desenvolvimento dos explantes utilizados.
Assim, sua composicdo deve fornecer macro e micronutrientes, uma fonte de
carboidrato que geralmente é a sacarose, e, certos componentes organicos como
vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento, que proporcionam um
crescimento maior para as plantulas cultivadas in vitro (PASQUAL et al.,1997).

As principais dificuldades no estabelecimento in vitro, € a oxidacéo
caracterizada pelo escurecimento dos explantes relacionado a liberacdo de
compostos fendlicos um dos mais frequentes no cultivo in vitro (CARVALHO; VIDAL,
2003). Estes compostos podem ser liberados por zonas do explante que sofreram
cortes, o que dificulta a adaptacao e o crescimento da planta.

Tal problema se agrava quando se trabalha com espécies lenhosas, que
sdo ricas nesses compostos, muito pela producdo de lignina (GRATTAPAGLIA;

MACHADO, 1998). Para controle da oxidacdo é comum a adicdo de compostos
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antioxidantes ao meio de cultivo, como o carvéo ativado, a polivinilpirrolidona (PVP)
e 0 acido ascorbico (GALDIANO JUNIOR et al, 2012).

O meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) € largamente empregado,
com algumas alteracdes, obtendo resultados satisfatérios para véarias espécies. Altas
concentragbes de sais no meio MS podem inibir o desenvolvimento da planta in
vitro, mesmo na presengca de auxinas. Contudo, o uso de meios menos
concentrados tem permitido melhores resultados na germinacdo, enraizamento e
multiplicac@o de espécies frutiferas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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3 JUSTIFICATIVA

O jucé possui importancia econémica para industria farmacéutica devido a
acao do principio ativo “Pau-ferrol” com atividade inibidora contra células
cancerigenas, tendo sido incluida na lista de Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) constituida por plantas com aplicacdes
na saude publica no Brasil. Entretanto, essa espécie apresenta baixa e irregular
producdo de sementes, além de dorméncia tegumentar, o que dificulta sua
propagacao.

Deste modo, torna-se necessario o desenvolvimento de novos métodos
de propagacéo vegetativa que viabilizem a producédo de mudas Libididia ferrea com
a qualidade genética indispensavel para a producao de fitoterapicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Verificar eficacia de diferentes métodos de desinfestacdo para segmentos
nodais, e a influéncia do acido indolbutirico para o estabelecimento ex vitro de

segmentos apicais de Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz.

4.2 Objetivos especificos
e Avaliar a eficacia de diferentes concentracbes de hipoclorito de sodio
(NaCLO), de alcool 70%, e de CabrioTop®, na desinfestacdo dos explantes de

segmentos nodais L. ferrea.
e Verificar a influéncia de diferentes concentracdes de acido indolbutirico, e

diferentes substratos na propagacéo de mudas de L. ferrea em condi¢des ex vitro.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Experimento |
5.1.1. Local do estudo

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Silvicultura e
Tecnologias Digitais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (LASTED-
INPA). Como material vegetal foram utilizados explantes de segmentos nodais de L.
ferrea provenientes de arvores nativas do Campus lll, INPA, Manaus, Brasil. A
espécie em questao foi identificada pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Gomes de Souza e a
exsicata encontra-se registrada no herbario do INPA, sob o nimero 228.022.

5.1.1 Obtencé&o do material vegetal e condi¢fes de cultivo

Os segmentos nodais de L. ferrea foram obtidos de plantas matrizes do
INPA, campus lll. Os explantes foram lavados com detergente e enxaguados com
agua corrente por 1 minuto. Em camera de fluxo com um bisturi de 3 cm foram
cortados em segmentos de 2 cm (Figura 3). ApOs essa etapa foram submetidos a

tratamentos (ensaios) para desinfestagcdo com agentes quimicos.
5.1.2 Ensaio |

Para este experimento foram utilizados 27 segmentos nodais retirados de
arvores adultas de L. ferrea do INPA Campus lll, e foram submetidos ao processo
de assepsia com NaCLO nas concentracdes 0,10% 0,50% e 1% por 10, 20 e 30
minutos respectivamente em agitador magnético. Em seguida foram lavadas trés

vezes com agua destilada.
5.1.4 Ensaio I

No experimento Il foram utilizados 09 segmentos nodais retirados de
arvores adultas de L. ferrea do INPA Campus lll, e foram submetidos ao processo
de assepsia com alcool 70% por 01, 05 e 10 minutos respectivamente em agitador

magnético. Em seguida foram lavadas trés vezes com agua destilada.
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5.1.3 Ensaio lll

No experimento Il foram utilizados 36 segmentos nodais retirados de
arvores adultas de L. ferrea do INPA Campus Ill e foram submetidos ao processo de
assepsia com o fungicida sistémico (CabrioTop®) 25%, 50%, 75% e 100% por 24,
48 e 72 horas, respectivamente. Em seguida foram lavadas trés vezes com agua

destilada.
5.1.4 Ensaio IV

No experimento IV foram utilizados 30 segmentos nodais retirados de
arvores adultas de L. ferrea do INPA Campus lll, e foram submetidos ao processo
de assepsia como fungicida sistémico (CabrioTop®) 2%, alcool 70% e hipoclorito de
sodio por 24, 48 e 72 horas respectivamente. Em seguida foram lavadas trés vezes
com agua destilada.

Em seguida, os explantes de L. ferrea foram inoculados em camara de
fluxo, individualmente, em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio
de cultura MS. A incubacao foi mantida com temperatura de 25 + 2 °C em condicéo
luminosa de 31 pmol.m?2.s? e fotoperiodo de 16 horas com acompanhamento diario.

Apoés 30 dias de crescimento, os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de sobrevivéncia, enraizamento, nimero de brotacbes e comprimento
da maior brotacdo. Para os explantes contaminados foi verificado, as seguintes

variaveis: vivo, morto, tipo de contaminacgéao e oxidacao.
5.1.5 Analise estatistica

Todos o0s ensaios realizados no experimento | foram submetidos a

analise descritiva através do programa Minitab.
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Figura 3 - Procedimentos do cultivo in vitro de segmentos apicais de Libidibia ferrea. A —
Segmentos nodais obtidos de arvores adultas provenientes do campo. B — Exciséo dos explantes; C
— Explante retirado dos segmentos nodais; D — Assepsia dos explantes em agitador magnético; E —
inoculag&o do explante em meio de cultura MS; F — tubo de ensaio pronto para ser mantido em sala
de crescimento.

Fonte: Monteiro, 2019.

5.2 Experimento |l
5.2.1 Localizacao do experimento

O presente estudo foi conduzido no viveiro do Laboratério de Silvicultura e
Tecnologias Digitais LASTED-INPA. Foram utilizadas mini estacas provenientes de

plantulas germinadas de Libidibia ferrea.
5.2.2 Preparo dos substratos

Os substratos utilizados no experimento de propagacdo foram solo
organico coletado no campo experimental do INPA-V8, e vermiculita adquirida no
comeércio local.

Foram estabelecidos trés tratamentos (T):

T1 - Cinco (5) segmentos apicais de L. ferrea inoculados em solo
organico;

T2 - Cinco (5) segmentos apicais de L. ferrea inoculados em vermiculita;

T3 - Cinco (5) segmentos apicais de L. ferrea inoculados em substrato
composto por mistura de solo organico e vermiculita, na proporgéo de 1:1.
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Cada substrato foi colocado em saco de polietiieno de 3L, autoclavado
por 60 minutos e acondicionados em bandejas de polietileno para o plantio das
estacas (Figura 4).

Figura 4 — Substratos utilizados na instalacdo do experimento de estaquia de Libidibia ferrea. A —
Vermiculita; B — Solo organico + vermiculita; C — Solo organico.

Fonte: Monteiro, 2019.

5.2.3 Obtencado do material vegetal e condicdes do experimento

O material vegetal utilizado nesse experimento foi obtido de plantulas de
Libidibia ferrea. Essas plantulas foram provenientes de experimento de germinacao
de sementes de arvores nativas do Campus IlII/INPA e submetidas aplicacdes
semanais de fungicida sistémico antes da instalacdo do experimento.

As estacas usadas nesse trabalho foram do tipo apicais e foram retiradas
através de cortes retos nas plantulas com tamanho de 10 a 12 cm, com a presenca
de duas folhas inteiras.

Em seguida ocorreu a desinfestacdo das estacas com solucdo de
hipoclorito de sodio a concentracdo de 0,5% por 15 minutos e ap0s este processo,
foram lavadas com agua corrente. Logo apos foi realizada a secagem em jornal para
retirada do excesso de umidade. As estacas foram submetidas a aplicagbes de
Acido indolbutirico na forma liquida nas concentra¢es 0, 1000 e 3000 (mg L) por
10 minutos em imersao.

As estacas foram transferidas para bandejas de polietileno expandido de
15 células. A irrigacdo dos experimentos foi realizada manualmente através de

regador diariamente. Durante a realizacdo do experimento foi realizado a limpeza e
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controle manual de plantas invasoras no substrato e nao foi realizada fertilizagao do
solo.

Apos 90 dias foram avaliadas as seguintes caracteristicas nas estacas:
sobrevivéncia - considerou-se todas estacas que se mantiveram vivas com a
emissao ou ndo de raizes (%); enraizamento — considerou-se estacas enraizadas
apenas aquelas que emitirdo ao menos uma raiz (%); numero de brotagdes;
comprimento da maior brotacdo (cm); niumero de folhas; comprimento da maior raiz

(cm).
5.2.4 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e foram
utilizadas trés repeticdbes compostas de 05 explantes por tratamento cada (N = 15).
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste ""Tukey" com o nivel de 5% de significancia, utilizando o software MINITAB®

versao 18.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Experimento |

No ensaio |, foram realizados trés tratamentos de assepsia testando
diferentes concentracbes de hipoclorito de soédio para a desinfestacdo dos
segmentos nodais de Libidibia ferrea. Esses resultados mostraram que nenhum
tratamento foi eficiente para eliminagcdo dos microrganismos, visto que houve 100%
de contaminacédo, nas diferentes proporcdes testadas, oito dias apds a inoculacao
dos explantes (Tabela 2).

Tabela 2 Estabelecimento in vitro de segmentos apicais de Libidibia ferrea em diferentes
concentracfes de NaClO.

Tempo Explantes Explantes Contaminacdo Contaminacao

Tratamentos  minutos  mortos(%) Vivos(%) fangica(%) bacteriana(%) Oxidacéo(%)
0,10% NaClO 10 100 0 100 0 0
0,10% NaClO 20 100 0 100 0 0
0,10% NaClO 30 100 0 100 0 0
0,50 % NaClO 10 100 0 100 33 0
0,50 % NaClO 20 100 0 100 33 0
0,50 % NaClO 30 100 0 100 33 0

1 % NaClO 10 100 0 100 66 0
1 % NaClO 20 100 0 100 100 0
1 % NaClO 30 100 0 100 33 0

Fonte: Monteiro, 2019.

Ao observar a Figura 5 podemos visualizar a contaminacédo fungica e
bacteriana nos explantes submetidos ao processo de assepsia com hipoclorito de
sédio. Apods cinco dias de inoculacdo dos explantes houve o surgimento de fungos e

bactérias em todas as concentracdes e tempos de exposicao testados.
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Figura 5 Explantes de Libidibia ferrea inoculadas em meio MS, contaminados por microrganismos
apo6s serem tratadas com solucéo desinfestante a base de hipoclorito de sédio. A — Tubos de ensaio
com explantes submetidos a tratamentos com hipoclorito de sédio; B — Contaminagédo bacteriana; C -
Contaminacéo fangica.

Fonte: Monteiro, 2019.

O agente quimico hipoclorito de sodio é utilizado para esterilizacdo de
superficies, frutas, hortalicas, agua, entre outros. No entanto para esta espécie nao
apresentou efeito significativo na desinfestacdo de segmentos nodais. No estudo
realizado por Emmanuel et al. (2004) relatam que a utilizagdo em larga escala é
devido ao seu vasto espectro de atividade biocida contra bactérias, fungos e virus.

No trabalho realizado por Dutra et al. (2008) para a introducéo in vitro de
segmentos nodais de llex paraguariensis, foi testado hipoclorito de sédio na
desinfestacdo dos explantes, mas o seu uso isolado n&o foi satisfatério para o
estabelecimento a longo prazo devido a contaminacéo, principalmente por bactérias.

A maior eficiéncia do hipoclorito no controle da contaminacdo bacteriana
em comparacdo a fungica pode ser explicada pelo fato do cloro, principal
componente do hipoclorito, quando liberado em meio aquoso atuar na inibicdo
enzimatica via desnaturacdo proteica e inativagdo de acidos nucléicos
(SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010).

Resultados distintos com hipoclorito de sédio foram encontrado no
trabalho de Freitas (2014) no processo de desinfestacdo de Annona squamosa (L.)
no tempo de 10 minutos de exposicdo apresentaram indices de contaminagéo
fungica de 85%. Com o aumento do tempo de exposicdo dos explantes para 20

minutos houve uma reducdo da contaminacgéo fangica para 12,5%.
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Por outro lado, nos experimentos realizados por Ribas et al. (2005) com a
espécie Aspidosperma polyneuron (Peroba-rosa) observaram que o tratamento de
desinfestacdo com a solugdo NaOCI a 0,25%, durante 10 minutos, foi satisfatério
para a desinfestacdo de brotacdes apicais, tendo em vista que houve cerca de 70%
de sobrevivéncia.

Além disso, o hipoclorito de sédio € um dos mais eficientes para assepsia
e cultivo in vitro de tecidos vegetais. Vengadesan et al. (2003) no estudo com
segmentos nodais de Acacia sinuata com 4 cm de comprimento conseguiram
estabelecer in vitro ao desinfestarem em solugéo contendo 5,25% de hipoclorito de
sddio durante 10 minutos.

No ensaio Il, foi avaliado a eficiéncia do agente quimico alcool na
concentracdo 70% na desinfestacdo dos explantes de Libidibia ferrea. Contudo, sete
dias apoOs a inoculacdo houve o aparecimento de fungos e bactérias nos diferentes

tempos testados como observamos na Tabela 3.

Tabela 3 - Estabelecimento in vitro de segmentos apicais de Libidibia de Alcool 70% em diferentes
tempos.

Tempo Explantes  Explantes Contaminacdo Contaminacdo

Tratamentos  minutos  mortos(%) Vivos(%) fangica(%) bacteriana(%) Oxidacao(%)

Alcool 70% 1 100 0 100 0 0
Alcool 70% 5 100 0 100 100 0
Alcool 70% 10 100 0 100 66 100

Fonte: Monteiro, 2019.

Trés dias ap6s a inoculacdo dos explantes de Libidibia ferrea no
desinfestante quimico alcool 70 % foi observado o surgimento dos microrganismos
em todas as concentracdes e tempo de exposicdo (Figura 6). ApOs sete dias da

instalacdo do experimento todos os explantes estavam contaminados e oxidados.
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Figura 6 - Explantes de Libidibia ferrea inoculadas em meio MS, contaminados por microrganismos
ap6s serem tratadas com alcool 70%. A — Tubos de ensaio com explantes submetidos ao
tratamento; B — Contaminag&o microbiana.

Fonte: Monteiro, 2019.

O élcool é um dos produtos mais utilizados na desinfestacdo contra
microrganismos, pois desnatura proteina e incrementa a permeabilidade da
membrana. Sobre a atividade antimicrobiana dos alcoois, Pelczar et al. (1996)
comenta que se deve a sua capacidade de desnaturar proteinas. Além disso, parte
de sua eficiéncia como desinfetante, pois esta relacionada a acdo detergente na
remocao mecanica de microrganismos.

Outra caracteristica constatada é em relacdo ao tempo de exposicédo do
material vegetal ao agente quimico, ou seja, as concentracdes de alcool 70%
causaram a oxidacdo dos explantes. Nesse caso, a oxidacdo acontece em funcéo
da liberacdo de compostos fendlicos in vitro, precursores da lignina, por injurias nos
tecidos ou senescéncia das espécies nativas, principalmente nas tropicais, que
apresentam altas concentracdes desses compostos (GEORGE; SHERRINGTON,
1984).

Ao analisar o uso do fungicida CabrioTop® em diferentes concentracdes
(25, 50, 75 e 100%) e nos diferentes tempos de exposicdo (24, 48 e 72 horas)
constatou-se a presencga de contaminacdo microbiana ap0s dez dias da inoculacdo

do material vegetal no meio de cultura (Tabela 4 e Figura 7).
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Tabela 4 Estabelecimento in vitro de segmentos apicais de Libidibia ferrea em diferentes
concentracdes e tempo de fungicida CabrioTop®.

Tempo Explantes Explantes  Contaminagao
Tratamentos horas mortos(%) Vivos(%) fungica(%) Oxidacéo(%)
Fungicida 25% 24 100 0 100 0
Fungicida 50% 24 100 0 100 0
Fungicida 75% 24 100 0 100 0
Fungicida 100% 24 100 0 100 0
Fungicida 25% 48 100 0 100 33
Fungicida 50% 48 100 0 100 66
Fungicida 75% 48 100 0 100 66
Fungicida 100% 48 100 0 100 100
Fungicida 25% 72 100 0 100 100
Fungicida 50% 72 100 0 100 100
Fungicida 75% 72 100 0 100 100
Fungicida 100% 72 100 0 100 100

Fonte: Monteiro, 2019.

O aumento das concentracdes de fungicida e do tempo na exposi¢cédo do
explante a solucao nao foi eficiente, pois além da contaminacdo microbiana houve o
aumento da oxidacédo associada ao aparecimento de fungos e bactérias. Destaca-se
que fungicidas sistémicos sdo comumente usados no controle assépticos de
explantes vegetais dentro da cultura de tecidos. (GOULART; FIALHO, 1999).

Figura 7 - Explantes de Libidibia ferrea inoculadas em meio MS, contaminados por microrganismos
apés serem tratadas com fungicida em diferentes concentracdes. A — Tubos de ensaio com
explantes submetidos ao tratamento; B — Contaminagdo microbiana; C — Oxidacao.

Fonte: Monteiro, 2019.
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A utilizacdo de detergente pode ser indicada para aumentar a superficie
de contato entre o fungicida e explante. Todavia, deve-se avaliar com cuidado o
emprego de fungicida em concentragbes maiores que as recomendadas pelo
fabricante para evitar problemas de toxidade e maximizar sua eficiéncia (LONDE et
al., 2007).

No ensaio IV observa-se que os tratamentos combinados com fungicida,
hipoclorito de so6dio e &lcool 70% ndo foram eficazes para desinfestacdo de
segmentos nodais Libidibia ferrea provenientes de campo causando contaminacéo

total quinze dias apdés a inoculacdo (Tabela 5).

Tabela 5 - Estabelecimento in vitro de segmentos apicais de Libidibia ferrea com FHA (2% fungicida,
hipoclorito de sodio e Alcool 70%) em diferentes concentracdes de tempo.

Tempo Explantes Explantes Contaminacdo Contaminacdo

Tratamentos  horas mortos(%) Vivos(%) fangica(%) bacteriana(%) Oxidacéo(%)
FHA 24 100 0 100 0 0
FHA 48 100 0 100 0 50
FHA 72 100 0 100 0 100

Fonte: Monteiro. 2019.

Verificou-se, pela andlise dos dados que ndo houve interacao significativa
entre os fatores testados ocorrendo contaminagcdo em todos os tratamentos sem a
sobrevivéncia de explantes (Figura 8). Resultados similares sobre contaminacéo
fungica e bacteriana foram observados no trabalho realizado por Naue et al. (2007)
com alcool 70% e hipoclorito de sodio para a desinfestacdo de explantes de
Nicotiana tabacum verificaram que nado foram eficientes para controlar

microrganismos contaminantes.
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Figura 8 - Explantes de Libidibia ferrea inoculadas em meio MS, contaminados por
microrganismos apés serem tratadas com agentes quimicos combinados. A — Tubos de ensaio
com explantes submetidos ao tratamento; B — Contaminacdo microbiana.
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Fonte: Monteiro, 2019.

Nos estudos feitos por Salles et al. (2017) para a desinfestacdo de
segmentos nodais Acacia mearnsii foi utilizado um tratamento combinado composto
por alcool etilico 70%, cloreto de mercurio a 0,4% e hipoclorito de sédio a 2%. Esse
tratamento foi eficiente para remocao de microrganismos pois houve a sobrevivéncia
de 80% dos explantes de 10 mm.

Em relacdo a oxidacéo, verificou-se um alto nimero de explantes mortos
em relacdo ao tempo de exposicdo do material vegetal ao tratamento com o0s
agentes desinfestantes combinados. Uma das possiveis explicacfes para os altos
indices de oxidacado é origem do material vegetal (arvores adultas) e a auséncia de
reguladores de crescimento nas metodologias testadas.

Sobre os reguladores de crescimento Bassan et al. (2006) afirma que a
ocorréncia de compostos fendlicos pode estar ligada a processos de regulacédo de
crescimento, os quais, dependendo da concentracdo enddgena no tecido, induzem a
sintese dos compostos polifendlicos.

No estudo desenvolvido por Erig e Schuch (2003) observaram altos
valores de explantes oxidados este no estabelecimento in vitro de segmentos nodais
de Malus domestica B., visto que os tecidos recém excisados de espécies lenhosas
tendem a secretar elevadas proporcdes de substancias fendlicas e taninos no meio
de cultura, em resposta ao ferimento sofrido. A liberacdo desses compostos causa
alteracdo na composi¢cao do meio de cultivo e a absor¢do de metabolitos, gerando a
oxidacao dos explantes durante o cultivo in vitro (ANDRADE et al., 2000).
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Sobre o controle da oxidacdo George e Sherrington (1984) comenta que €
um ponto importante da micropropagacdo das espécies vegetais de interesse que a
oxidacao é resultado da liberacdo de compostos fenéticos no meio de cultura que
precursores da producdo de lignina sdo altos quando o explante apresenta tecido
injuriado ou estressado.

N&o houve a sobrevivéncia ou enraizamento dos explantes de L. ferrea
nos diferentes ensaios montados devido a contaminagdo microbiana e a oxidagao. A
alta porcentagem de explantes oxidados pode estar relacionada com a alta
concentracgao intrinseca de compostos fendlicos nos tecidos vegetais.

Sobre o alto indice de contaminacdo e explantes mortos de L. ferrea
observado nesse trabalho Kozai e Kubota (2005) afirmam que espécies arboreas
respondem com baixas taxas de sobrevivéncia e enraizamento a tratamentos in
vitro. Sendo assim, espécies vegetais, especialmente as lenhosas enraizam com
dificuldade mesmo na presenca de hormdnios de crescimento.

Em geral, 0 uso de explantes de plantas provenientes do campo, resulta
em uma maior contaminacdo e um baixo percentual de sobrevivéncia. Fato este
observado neste estudo, onde os explantes de segmentos nodais de L. ferrea foram
submetidos a diferentes metodologias de assepsia. Os resultados destes trabalhos,
provavelmente, se devem as condi¢des fitossanitarias das plantas-matrizes e a falta
de manutencao previa com pulverizagao de inseticidas.

Sendo assim, na cultura de tecidos vegetais as contaminacdes
microbianas geralmente sdo causadas: microrganismos resistentes aos agentes
guimicos utilizados no processo de desinfestacdo, erros do manipulador, baixa
capacidade da técnica de assepsia e a presenca de microrganismos endoliticos
(SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010).

Sobre esses organismos Azevedo (1998) cita que o0s principais séo
fungos e bactérias que vivem no interior das plantas, habitando partes aéreas ou
radiculares sem ocasionar dano aparente a seus hospedeiros, assim, se diferenciam
dos microrganismos fitopatogénicos que causam doencas as plantas.

Em relacdo a interacdo entre planta e o microrganismo endofitico é
intensa e resistente, o estabelecimento de micropropaga¢do sem a contaminagao €
e

muito baixo. Sendo assim torna-se necessaria realizar pesquisas sobre o risco
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beneficio para escolher ou ndo o desenvolvimento in vitro (GRATTAPAGLIA e
MACHADO 1998).

Os problemas mais encontrados no estabelecimento in vitro de espécies
lenhosas Schuch e Erig (2005) mencionam a contaminacdo e oxidagdo. Em
acréscimo, outro fator agravante estd na origem do material utilizado como matriz
para o cultivo in vitro. Sobre a contaminacdo de espécies arbdreas Couto et al.
(2004) relata a dificuldade para o estabelecimento in vitro devido a grande
diversidade de microrganismo contaminantes resistentes a assepsia quimica.

O uso de segmentos nodais de plantas provenientes do campo,
geralmente, resulta em um maior indice de contaminacdo e um baixo percentual de
sobrevivéncia. Os fungos e bactérias, normalmente, competem com as plantas pelos
nutrientes e vitaminas do meio de cultura, afetando o desenvolvimento, podendo
leva-las, inclusive a morte (SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010).

No trabalho realizado por Jaakola et al. (2001) apresentou problemas com
o cultivo in vitro de explantes de Vaccinium myrtillus que foi limitada devido a
contaminacao, causada pela origem do material vegetal, condicbes de manutencao
gue € proveniente de plantas matrizes mantidas no campo o que favorece a
contaminacao de microrganismos.

Assim, uma das primeiras etapas no estabelecimento in vitro € a
utilizacdo de agentes quimicos para remocdo de microrganismos. Os agentes
desinfetantes utilizados na cultura de tecidos para a assepsia de segmentos nodais
e gemas apicais incluem o etanol, hipoclorito de calcio, hipoclorito de sddio e cloreto
de mercurio (VASSIL e THORPE, 1994).

Com relacdo ao tempo de exposicdo ao desinfestante, ndo houve
diferencas significativas para as varidveis oxidacdes, contaminacdo microbiana e
estabelecimento in vitro nos diferentes ensaios desse estudo. No entanto, a
desinfestacéo por tempo prolongado nao foi eficiente visto que ocorreu oxidacdo dos
explantes associado ao aparecimento de microrganismos. George e Sherrington
(1984) afirma que as diferentes partes da planta apresentam respostas variadas
guanto a sensibilidade dos tecidos.

Um dos principais problemas enfrentados neste trabalho foi a oxidacao
dos explantes especificamente em relagdo ao tempo de exposicdo maior aos

agentes desinfestantes. Sobre esse problema Grattapaglia e Machado (1998) esta
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relacionado no isolamento de explantes de espécies lenhosas, cujos tecidos séo
mais ricos em compostos fendlicos, precursores da sintese de lignina.

Além da desinfestacdo dos explantes outra estratégia que pode ser
utilizada para reduzir a contaminagao microbiana é a utilizacdo de meios de cultura
mais pobres em macro, micronutrientes e sacarose, para diminuir o alto indice de
microrganismos beneficiados pelas condi¢cBes climaticas da amazobnica. Essa
metodologia tem sido utilizada com sucesso na descontaminagao e no cultivo in vitro

de espécies nativas lenhosas (CHAGAS et al., 2012).
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6.2 Experimento |

Andlise de varidncia demonstrou que a interagcdo entre substrato e
horménio apresenta diferenca significativa (p<0,05) para varidveis de numero de
brotacdes, comprimento da estaca, comprimento da maior raiz e nimero de folhas
de L. ferrea. De maneira analoga foi observado para o fator substrato. Por outro

lado, o fator horménio ndo demonstrou diferenca significativa (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise de variancia para sobrevivéncia (SOB), porcentagem de enraizamento (ENR),
namero de brotagBes (NB), comprimento da estaca(CME), comprimento da maior raiz (CMR) e
namero de folhas (NF), em relag&o aos trés tipos de substratos combinados com estacas de Libidibia
ferrea.

Fontes de

variacdo GL SOB ENR NB CME CMR NF
SUBSTRATO 2 22222ns 222,22 17,6222 ** 47,40 103,41 * 669,09 **
HORMONIO
AlB 2 888,09 ns 888,9 s 0,6889 "s 29,22 ns 18,16 "s 15,09 ns
SUBS*HOR 4 2222 " 2222 s 1,6889 ** 10,14 " 20,39 * 73,56 **
RESIDUO 36 444 .4 444 .4 3,0111 12,76 10,03 72,23
CV (%) 22,06 22,06 45,93 24,47 44,11 48,35

*significativo a 5%; ns ndo significativo.

6.2.1 Sobrevivéncia e Enraizamento

Todos os tratamentos testados foram eficientes para sobrevivéncia e
enraizamento de estacas de L. ferrea (Figura 9), entretanto, nao diferindo
estatisticamente entre si, sendo assim, ndo houve interferéncia das concentracdes

de hormonios de crescimento para essa variavel.

Figura 9 - Valores médios de porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento das estacas de Libidibia
ferrea nos trés substratos: solo orgéanico, solo organico + vermiculita e vermiculita. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Nesse trabalho foram utilizadas estacas apicais oriundas de plantulas de
juca com diametro de aproximadamente 1 mm, assim este tipo de estaca tem uma
alta atividade meristematica, consequentemente, com uma facilidade de perda de
vigor, desidratac&o e baixa quantidade de reservas nutricionais (CUNHA, 2014).

A presenca de um par de folhas nas estacas apicais favoreceu a
sobrevivéncia e consequentemente o enraizamento uniforme (Figura 11). Uma das
possiveis explicacdes para esse resultado foi o material vegetal submetido a
aplicacbes de fungicidas e o periodo de instalacdo do experimento que foi realizada
no inverno periodo com ocorréncias de chuvas e alta umidade o que contribuiu para

0 crescimento das estacas reduzindo o nimero de mortas.

Figura 10 - Estacas apicais de Libidibia ferrea aos 90 dias de propagacdo, ilustrando a sobrevivéncia,
enraizamento e crescimento. A — Estacas no substrato solo organico + vermiculita; B — Estacas no
substrato solo orgéanico; C — Estacas no substrato vermiculita.
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Fonte: Monteiro, 2019.

Sobre as estacas apicais com presenca de folhas Hartmann et al. (2011)
afirma que esses 0rgaos vegetativos sdo as principais fontes sintetizadoras de
carboidratos através da fotossintese e fonte de auxinas, horménio este que é
translocado para a base das estacas para induzir a formacéo de raizes.

As folhas pré-existentes nas estacas atuam como um dos fatores
determinantes no enraizamento, através da producdo de fito hormonios, tal como
acido indolacético e de cofatores essenciais a esse processo (FACHINELLO et al.
1994).

Resultados similares desse trabalho foram encontrados por Ruiz e Mesén
(2010) que ao trabalharem com a espécie Plukenetia vollubilis L. da familia

Euphorbiaceae apresentaram menor porcentagem de perda de folhas com apenas
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6,5% de desfolnacdo e o numero de raizes emitidas e a capacidade de
sobrevivéncia e crescimento da parte aérea foram influenciados pela quantidade de
reservas presente na estaca.

Resultados distintos foram encontrados nos experimentos realizados por
Gongcalves et al (1991) com a espécie Rhipsalis elliptica avaliando a influéncia dos
substratos no enraizamento de estacas apicais e ndo apicais, e verificaram que a
vermiculita foi o tratamento mais eficiente se comparando com outros substratos.

O processo de crescimento das raizes adventicias seguiu 0s parametros
descrito por Hartmann et al., (2011), onde indicam que o desenvolvimento de raizes
adventicias seguem trés fases como: diferenciacdo celular seguida de inchaco de
células meristematicas iniciais; a diferenciacdo desse grupo celular (meristematicas)
em primordios da raiz reconhecida; crescimento das novas raizes, incluindo ruptura
do tecido da estaca, e a conexdo vascular com os tecidos condutores.

Resultados de enraizamento obtido neste estudo estéo relacionados com
a quantidade de reservas que se encontram nas estacas de maior comprimento.
Fachinello et al. (2005) verificou que a real importancia dos carboidratos para
formacdo de raizes é que a auxina requer fonte de carbono para a biossintese de
acidos nucleicos e proteinas, gerando a necessidade da formacéo de novas raizes.

O enraizamento ainda pode estar ligado a lignificacdo das estacas e a
presenca de compostos fendlicos livres. As estacas menos lignificadas, dentre elas,
as apicais, apresentam uma maior quantidade de compostos fendlicos nos tecidos
(FAIVRE-RAMPANT et al., 2002).

Os resultados vistos nesse trabalho podem estar relacionados as
condicbes ambientais, como época do ano de instalacdo do experimento,
temperatura, umidade assim como a origem e a qualidade fisiolégica do material
vegetal a ser propagado. Segundo Pio et al. (2003), varios fatores podem influenciar
0 enraizamento das estacas, tanto intrinsecos, relacionados a prépria planta, quanto
extrinsecos, ligados as condi¢cdes ambientais.

Desse modo, o alto indice de sobrevivéncia e enraizamento em todos os
substratos e nas diferentes concentracbes de hormonios pode estar ligado a
presenca de auxinas enddgena suficiente para promover o desenvolvimento de
raizes adventicias, ndo necessitando, portanto, de aplicacdo de reguladores para
esse fim (YAMAMOTO, 2013).
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6.2.2 Numero de brotacdes

O substrato solo organico + vermiculita combinado com AIB (1000 mg Lt)
estimulou o maior nimero de brotos por estaca (5,4). Por outro lado, o menor
namero de brotos foi observado no substrato vermiculita no tratamento ausente de

reguladores de crescimento (Figura 11).

Figura 11 - Valores médios de porcentagem de ndmero de brotacdes das estacas de Libidibia ferrea
nos trés substratos: solo organico, solo organico + vermiculita e vermiculita. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Monteiro, 2019.

Isoladamente, o substrato vermiculita ndo favoreceu um maior numero de
brotacfes independentemente das concentracdes de AIB utilizadas. Por outro lado,
guando este substrato € utilizado em combinacdes com o substrato solo organico,
este permite um melhor desempenho para desta variavel em questao.

Estudo realizado por Burgos et al. (2004) observou um enraizamento e
nameros brotacdes das estacas de Ocimum selloi foram ocasionados pelo uso de
substrato inerte vermiculita, em contraposicdo ao uso de terra. Sobre a influéncia do
tamanho da estaca no niumero de brotac6es Nicoloso et al. (2001) verificou no seu
estudo com a espécie Pfaffia glomerata que o nimero e o comprimento das
brotacbes por estaca foram maiores naquelas de 10 cm do que nas de 20 cm.

Assim, as reservas nutricionais das estacas combinada com a

disponibilidade dos nutrientes oferecida pelo substrato depois da sobrevivéncia e
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enraizamento foi o fator determinante para o desenvolvimento das estacas. As
estacas apicais por apresentarem gemas terminais, a dominancia apical deve inibir o
desenvolvimento de gemas laterais (PIO et al., 2005).

A principal fonte produtora de auxina para a planta é a gema apical e é
transportado de forma unidirecional, considerado transporte polar, da extremidade
apical para a basal. Essas variacdes de gradiente afetam o crescimento do vegetal,
como alongamento do caule, inibicdo do crescimento das gemas axilares e
determina a dominancia apical. Desse modo a proximidade da gema apical nas
estacas apicais, propicia maior formacao de raizes e um maior numero de brotacfes
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Outra caracteristica vista nesse estudo foi que nem todas as gemas
axilares desenvolveram ramos. Para Aguiar (2004) a maioria dos 0s meristemas
axilares serdo inativos ou continuam em dorméncia, se tal mecanismo ndo ocorresse

a grande quantidade de ramos seria prejudicial energeticamente para a planta.

6.2.3 Comprimento da estaca

O substrato solo organico + vermiculita apresentaram as melhores
respostas para o0 comprimento das estacas em comparacdo com 0s demais
tratamentos. As estacas plantadas em vermiculita tiveram a menor média, com 10,5
no tratamento sem adicdo de hormonios, provavelmente devido serem um substrato
inerte e ter uma baixa disponibilidade de nutrientes. (Figura 12).

Figura 12 - Valores médios de porcentagem de comprimentos das estacas de Libidibia ferrea nos trés
substratos: solo orgéanico, solo orgénico + vermiculita e vermiculita. Médias seguidas pela mesma letre
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Sendo assim, os comprimentos das estacas apresentaram interferéncia
guanto ao substrato utilizado, mostrando que os substratos mais ricos em nutrientes
(solo orgéanico + vermiculita) ocasionaram em brotagdes mais cumpridas.

Resultados contrarios desse trabalho foram encontrados no estudo de
Ferreira et al. (2010), trabalhando com propagac¢éao vegetativa de manigcoba (Manihot
glaziovii) usando estacas de 25 cm de comprimento, verificaram um maior
comprimento das brotagbes em estacas com maior diametro diferentes dos
resultados desse estudo que apresentou um maior comprimento das estacas
relacionado ao substrato e ao tipo de estaca do tipo apical.

6.2.4 Comprimento da maior raiz

Foi observado que o substrato vermiculita em combinacdo de AIB (3000
mg L) apresentou o maior comprimento médio de raizes 13,2 e difere de todos os
tratamentos. Este resultado pode ser atribuido devido as estacas apicais
apresentarem um par de folhas que auxiliam diretamente na realizacdo de
fotossintese e consequentemente na producdo de auxina, promovendo a
sobrevivéncia e crescimento radicular (BORDIN et al., 2005).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Stumpf et al
(1999), que trabalhando com a propagacao de Chamaecyparis lawsoniana Parl. em
substratos de arroz carbonizada, casca de arroz, areia e vermiculita foram
encontradas diferencas estatisticas favoraveis a vermiculita para comprimento das

raizes (Figura 13).

Figura 13 - Valores médios de porcentagem de comprimentos da maior raiz de Libidibia ferrea nos
trés substratos: solo orgénico, solo organico + vermiculita e vermiculita. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Monteiro, 2019. 46



Neste estudo, foi observado que as estacas no substrato vermiculita
tiveram um aumento no comprimento das raizes devido a elevacédo do percentual de
porosidade total, espaco de aeracdo e agua disponivel (Figura 14).

Este crescimento pode estar ligado as concentracbes enddgenas mais
elevada de auxinas, favoravel ao maior crescimento do sistema radicular (ANTUNES
et al., 2000).

Figura 14 - Estacas apicais de Libidibia ferrea ap6s 90 dias de propagacao, ilustrando o
desenvolvimento radicular e parte area. A — Estacas obtidas do substrato terra; B — Estacas obtidas
do substrato terra + vermiculita; C — Estacas obtidas do substrato vermiculita.

Fonte: Monteiro, 2019.

Os principais fatores que afetam o crescimento das raizes na propagacao
vegetativa Fachinello et al. (2005) cita que € a condicéo fisiologica da planta matriz,
o tipo de estaca, balan¢co hormonal, potencial genético de enraizamento, oxidagao
de compostos fendlicos, entre outros.

6.2.5 Numero de folhas

Para a variavel numero de folhas, observou-se que nos substratos solo
organico e solo orgéanico + vermiculita ndo houve diferenca significativa, obtendo as
maiores medias na concentracdo 3000 (mg L*). Houve diferenca significativa para
os valores das estacas no substrato vermiculita com os menores indices

independente da concentracdo de AIB (Figura 15).
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Figura 15 - Valores médios de porcentagem de nimeros de folhas de Libidibia ferrea nos trés
substratos: solo organico, solo orgéanico + vermiculita e vermiculita. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Monteiro, 2019.

Estes resultados confirmam que os substratos solo organico e a
combinagcdo solo organico + vermiculita deram um suporte nutricional para as
estacas lancarem seus brotos e desenvolverem suas folhas. Por outro lado, uma das
explicacbes para o baixo indice no numero de folhas para as estacas no substrato
vermiculita independente da concentracdo de hormdnio esta relacionado que elas
investiram em producéo de raiz reduzindo a formacao novas folhas.

Sobre a formacdo de estruturas na parte aérea da estaca Lima et al.
(2006) explica que funciona como um forte dreno consumidor das reservas de
carboidratos e compostos nitrogenados, sendo assim, 0 seu surgimento antes da
emissdo das raizes na base da estaca pode levar a exaustdo dessas reservas,
prejudicando o enraizamento ou resultando na morte das estacas. Conforme Pio et
al. (2005), a remocdo da gema apical em estacas, promove a quebra da dominancia
apical, estimulando a ativacdo das gemas laterais no lancamento de brotacdes e,

consequentemente, no aumento do namero de folhas.
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7 CONCLUSAO

O uso dos agentes quimicos hipoclorito de sédio (NaCLO), de &lcool 70%,
e de CabrioTop®, nas concentracbes empregadas nesse trabalho, séo ineficazes
para desinfestacdo de explantes de segmentos nodais de L. ferrea.

A interagdo de substrato terra + vermiculita na concentragdo 1000 (mg L-
1y Acido indolbutirico favorece a formacéo de plantulas uniformes de L ferrea em

condicdes ex vitro.
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