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RESUMO

Um protocolo de micropropagacéo foi desenvolvido para Jacaranda ulei,
um importante subarbusto medicinal do Cerrado. A espécie também apresenta
potencial ornamental pela cor vermelho-vinaceo das flores e pela arquitetura
peculiar dos folidlulos. As culturas foram iniciadas por segmentos nodais de
plantulas provenientes de sementes de cinco matrizes. A germinacdo e o
cultivo das sementes foram realizados in vitro, em agua e agar (8%), apos a
desinfestacdo, realizada por imersdo em alcool 70%, hipoclorito de sodio
(NaOCI) comercial (2-2,5% de cloro ativo) e trés enxagues em agua destilada
autoclavada. Em todas as matrizes testadas a desinfestacdo das sementes foi
acima de 95%. A germinabilidade foi elevada nas sementes recém-coletadas
de quatro matrizes (acima de 90%). A porcentagem de plantulas normais foi
elevada em todas as matrizes (acima de 90%). Nas sementes armazenadas
por seis e doze meses, a germinabilidade foi baixa, respectivamente 47,9% e
29,2%. A germinacgdo € epigea fanerocotiledonar e se inicia com a expansao
da raiz primaria. A morfologia da plantula e da planta jovem foi descrita até o
120° dia de cultivo. Os eofilos sdo pinados e com nUmero crescente de
folidlulos de trés a sete. O desenvolvimento do sistema radicular € lento e sem
diferenciacdo de raizes laterais no periodo observado. A formacao de plantulas
anormais ocorreu em todas as matrizes testadas e as anormalidades
observadas estdo relacionadas principalmente a ma formacdo do sistema
radicular, que comumente possui a regido apical da raiz primaria com sinais de
necrose. Os segmentos nodais, provenientes de plantulas de 60 dias, foram
cultivados em MS com macro e micro nutrientes diluidos a quarta parte (Y4 MS)
e BAP e AIB nas concentracées 0,0; 0,01 e 0,05 mg.L™, em quatro subcultivos
sucessivos de 60 dias cada, formando um fatorial 2x3x4. A inducdo e o
alongamento dos brotos foram observados em todos os tratamentos, inclusive
no controle, nos quatro subcultivos. No tratamento BAP/AIB 0,05/0,05 mg.L™
ocorreu maiores médias de multiplicacdo (2 brotos por explante) e comprimento
(3,5 cm) dos brotos. Brotos provenientes do segundo e terceiro subcultivos
foram enraizados in vitro, em ¥4 MS, com e sem carvao ativado, e ex vitro, em
vermiculita. Apds 90 dias de cultivo foi observado que o carvdo inibiu
totalmente o enraizamento. Em ¥4 MS, sem carvao, e ex vitro, respectivamente,
67% e 79% dos brotos enraizaram. A analise anatdmica da base do caule na
regido na qual a raiz adventicia emerge, confirma que a vascularizacao da raiz
estd conectada a do caule e que o amido presente € hidrolisado durante a
diferenciacdo da raiz. O enraizamento também foi observado aos 90 dias de
cultivo, em todos os tratamentos com BAP/AIB, no 7° subcultivo. A maior
porcentagem de enraizamento foi de 63%, em meio com 0,01 mg.L™ de AIB.
Mais de 71% das plantas enraizadas foram aclimatizadas em estufa apés 18
meses. Apos 24 meses, 100% das plantas transferidas para casa de vegetacao
sobreviveram e comecam a produzir folhas bipinadas, como a planta adulta.

Palavras-chave: micropropagacao, germinacao, plantula, morfologia, xilopédio.
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ABSTRACT

A micropropagation protocol has been developed for Jacaranda ulei, an
important medicinal subshrub of Cerrado. This species has also potential as
ornamental due to the vinaceous-red color of its flowers and the peculiar
architecture of the leaflets. Seeds of five different mother-plants were
germinated in vitro, and nodal segments taken from these seedlings were used
to initiate the cultures. In vitro germination and cultivation was accomplished in
water/agar (8%) medium, just after the seeds had been disinfested, which was
performed by their immersion in 70% alcohol, commercial bleach (NaOCI, 2-
2.5% active chlorine) and three washes in sterilized distilled water. Seeds from
all five mother-plants tested had a disinfestation rate above 95%. The seed
germination was higher in freshly collected seeds (above 90%). Independently
of the origin, the percentage of normally developed seedlings was high (above
90%). When seeds were stored for six to twelve months, the germinability
decreased and presented rates of 47.9% and 29.2%,respectively. J.ulei
germination is epigealphanerocotylar and began with the protrusion of the
primary root. Seedling and young plant morphology was described using
specimens grown for up to 120 days. Eophylls were pinnate, and the number of
leaflets increased from three to seven. The development of the root system was
relatively slow and there was no differentiation of lateral roots during the
observation period. The formation of abnormal seedlings did occur from seeds
of all mother plants, and the most common abnormalities were related to an
impaired root system formation, which was manifested by necrosissigns in the
root tip region. Nodal segments from 60-day old seedlings were grown in ¥4 MS
with BAP and IBA (0.0, 0.01 and 0.05 mg.L™) in four successive subcultures of
60 days each, which formed a 2x3x4 factorial. Shoot induction and elongation
was observed in all treatments, including the control, in all four subcultures. The
treatment BAP-IBA that contained 0.05-0.05 mg.L" showed the highest
multiplication average (2 shoots/explant), as well as the highest shoot length
(3.5 cm). Shoots from the second and third subcultures rooted in vitro in ¥4 MS
medium, with or without activated charcoal, and also ex vitro, in vermiculite.
After 90 days of culture, it was observed that the activated charcoal completely
inhibited rooting. Shoot rooting rates in ¥4 MS without activated charcoal as well
as ex vitro were 67% and 79%, respectively. The anatomical analysis of stem
basal region, where the adventitious root rose, confirmed that the root
vasculature was connected to that of the stem, and the starch was hydrolyzed
during the differentiation of the root. Shoot rooting was also observed at 90
days of culture, in all treatments with BAP-IBA (7™ subculture). The highest
rooting percentage was 63% in medium with 0.01 mg.L™ of IBA. After 18
months, over 71% of rooted plants had been acclimatized in a greenhouse, and
after 24 months, 100% of the plants transferred to the greenhouse survived and
began to produce leaves bipinnate, such as those seen inmature plant.

Keywords: micropropagation, germination, seedling morphology, xylopodium.
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INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, o bioma Cerrado diminuiu em gquase metade sua
extensdo (Sano et al. 2010; IBGE 2010), devido & ocupacdo acelerada e
desordenada, principalmente com a exploracdo de &reas agricolas e pastagens
(Klink & Machado 2005).

Contudo, a biodiversidade do Cerrado oferece uma ampla variedade de
produtos que pode proporcionar meios de vida sustentaveis, com geracdo de
renda e qualidade de vida, aliada a preservacdo dos recursos ambientais
(Hironaka 2000; Sawyer et al. 1999).

Neste contexto, estudos das plantas nativas podem auxiliar a compreensao
de mecanismos fisiolégicos que possibilitem a exploracdo racional das
propriedades apresentadas pelos vegetais, cuja importancia pode ser ecoldgica,
agrondmica ou medicinal (Vidal et al. 1999).

Estudos etnobotanicos confirmam a riqueza da flora medicinal do Cerrado
(Rodrigues & Carvalho 2001; Silva & Proenca 2008). Dentre as espécies
medicinais destaca-se Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., um importante
subarbusto popularmente conhecido como carobinha e carobinha-do-campo
(Farias et al. 2002; Marcondes & Oliveira 2011). O porte da planta e as
caracteristicas das folhas, juntamente com a cor vermelho-vinaceo das flores,
também conferem potencialidades ornamentais para a espécie.

As folhas e as raizes de J. ulei sdo utilizadas na medicina popular para
tratar diversos males como reumatismo e dores na coluna, além de depurativo do
sague (Barros 1981; Mattos 1996; Barbosa 2010). Revistas de ampla circulacao
com foco no uso medicinal e tradicional de plantas medicinais, como “Ervas &
Plantas que Curam” (Editora Escala), ressaltam a utilizagdo da espécie no
tratamento do vitiligo e colite com diarréia. A importancia desta espécie é
demonstrada pela comercializacdo de suas folhas em farmacias homeopéticas,
com indicagao para tratamento de disenteria amebiana, afec¢des da pele e vias
urinarias. Segundo levantamento realizado com raizeiros de Campo Grande, MS,
J. ulei é também indicada para tratar inflamacdes na prostata e ovario, alergias,
sarna, sifilis, prisdo de ventre, disfun¢gbes no figado, além de depurar o sangue e
reduzir o colesterol (Nunes et al. 2003). Na medicina veterinaria esta planta foi
citada como uma das espécies mais indicadas para o tratamento de sinais

clinicos e/ou doencas em seis das oito categorias de uso elencadas (desordens
1



dos sistemas tegumentar, musculo-esquelético, digestério, metabdlico e
enddcrino, doencas infecciosas e parasitarias e processos inflamatorios)
confirmando sua atividade terapéutica em animais (Marcondes & Oliveira 2011).

Diversas espécies do género Jacaranda sdo utilizadas medicinalmente
(Rahmatullah et al. 2010). Das folhas de J. caroba (Vell) DC, sdo preparados
chas, indicados no tratamento do reumatismo, sifilis, doencas da pele e como
tbnico corporal. Além disso, a casca da raiz tem acao sudorifera e a casca do
caule é adstringente, diurética e também anti-sifilitica (Rodrigues & Carvalho
2001). Ja as folhas e a casca do caule de J. decurrens Cham. sao utilizadas como
depurativo e nas afeccOes cutaneas, e as folhas secas, na forma de cataplasmas,
no tratamento de Ulceras externas (Rodrigues & Carvalho 2001). Testes in vitro
verificaram a atividade de extratos de Jacaranda caucana Pittier em protozodrios
causadores de malaria e leishmaniose (Weninger et al. 2001; Gachet & Schuihly
2009).

As propriedades medicinais das Jacaranda ocorrem provavelmente pela
presenca, nos diversos 6rgdos da planta, de substancias bactericidas (Arruda et
al. 2011), anticancer (Ogura et al. 1976; 1977a), fendis (Santos et al. 2010),
flavondides (Ferguson & Lien 1982; Martins et al. 2008), antocianinas (Fernandes
1968; Billot 1974), terpenos (Ogura et al. 1977b), quinonas (Subraman et al. 1973;
Martins et al. 2008), polissacarideos (Singh 1997), entre outras (Dayal & Seshadri
1979; Prakash & Garg 1980).

Estudos sobre a propagacgao e cultivo sdo fundamentais para assegurar a
domesticacado e o aproveitamento sustentavel de plantas do Cerrado. Técnicas de
propagacao in vitro, com destaque a micropropagacdo, tém permitido a rapida
multiplicacéo e clonagem de muitas espécies lenhosas medicinais (Mercier et al.
1992; Castro et al. 2007; Silva et al. 2008; Nicioli et al. 2008; Srivastava et al.
2010; Chinnappan et al. 2011; Oliveira et al. 2011). Essas técnicas tém sido Uteis
para espécies que, em condi¢cdes de viveiro, apresentam baixa germinabilidade
OuU gque a propagacao vegetativa classica seja limitada pela baixa aptiddo dos
propagulos ao enraizamento. Essas dificuldades sao refletidas pela escassez de
literatura sobre técnicas de propagacdo em espécies do Cerrado. Neste sentido,
0s poucos trabalhos publicados até o momento (Silva Rios et al. 2001; Oliveira et
al. 2001) indicam espécies que apresentam potencial para o enraizamento, mas
que, de maneira geral, ndo apresentaram bons resultados, isso é, bem abaixo de
50% (Silva Rios et al. 2001, Leite et al. 2007).



Embora a utilizacdo de 6rgdos medicinais de Jacaranda seja comum, nao
existem plantios comerciais, sugerindo que este material € coletado de forma
extrativista. Considerando que em muitas espécies desse género os principios
ativos ocorrem nas entrecascas, raizes e xilopodios, a sobrevivéncia das plantas
€ ainda mais comprometida pela coleta (Martins et al. 2011).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo para

a micropropagacédo de Jacaranda ulei, por meio de sementes germinadas in vitro.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas das plantas do Cerrado

O Bioma Cerrado abrange em torno de 2,5 milh6es de km?2 do territorio
brasileiro (Silva et al. 2006), representando 22% do total do territério nacional
(Ratter 1992). Por apresentar esta grande abrangéncia, esta submetido a
diferencas de clima, relevo e solos e apresenta uma ampla gama de formacdes
vegetais (Oliveira-Filho & Ratter 2002).

Nas diversas fitofisionomias do bioma, destaca-se o Cerrado sentido
restrito, o qual se caracteriza pela presenca dos estratos arbdéreo e arbustivo-
herbaceo definidos, com as arvores distribuidas aleatoriamente em diferentes
densidades, sem que se forme um dossel continuo (Ribeiro & Walter 2008).
Representa a segunda maior formacédo vegetal brasileira com mais de 11 mil
espécies vasculares de plantas superiores nativas (Mendonca et al. 2008), sendo
considerada uma das floras mais ricas e diversas do mundo (Klink 1996).

Dentre as caracteristicas peculiares de muitas plantas do Cerrado esta a
existéncia de O6rgdos subterraneos, nos quais sdo armazenados agua e
nutrientes. Estes 6rgdos sao adaptacdes que permitem a esta vegetacao resistir
as secas e as queimadas periddicas a que sao submetidas, protegendo as
plantas da destruicdo e capacitando-as para rebrotar (Rizzini & Heringer 1961,
Appezzato-da-Gléria 2003).

Cerca de cinquenta por cento da vegetacdo herbacea e subarbustiva do
Bioma Cerrado apresenta o6rgdo subterrdneo espessado, 0 que sugere a
importancia ecolégica dessas estruturas (Mantovani & Martins 1988). A existéncia

de estruturas subterrAneas estad estritamente relacionada a sobrevivéncia das



espécies em condicdes adversas do ambiente, jA que favorecem a regeneracao
das plantas. O conhecimento da estrutura (Palhares et al. 2007a-b) e do
funcionamento dos mecanismos de sobrevivéncia é fundamental para a
propagacao vegetativa de espécies de interesse econémico (Hayashi 2003).

No momento atual, considerando as modificacdes climaticas mundiais e
suas consequéncias, a ado¢ado de praticas que favorecam a manutencdo ou o
acumulo de carbono no sistema solo-planta podem atenuar os efeitos do
aguecimento global (Carvalho et al. 2010). Nesse contexto, destacam-se a
conservacdo da vegetacdo e a utilizacdo de técnicas adequadas de manejo.
Embora nas diferentes fitofisionomias do Cerrado ndo prepondere a ocorréncia de
florestas densas, a grande extensdo da vegetacdo e dos sistemas subterraneos,
com raizes profundas (Palhares & Silveira 2006) e amplo desenvolvimento lateral,
aumentam a capacidade do Bioma de armazenar carbono e ndo devem ser
negligenciadas (Sawyer 2002; Hogan et al. 2002).

Diante do exposto, apesar da representatividade de sua extensao, elevada
biodiversidade, e suas singularidades estruturais, o Cerrado vem sendo
submetido, ao longo das ultimas décadas, a um rapido processo de degradacédo
ambiental (Ribeiro et al. 2005), sendo considerado um dos 34 hotspots, areas

prioritarias para conservagdo da biodiversidade mundial (Mittermeier et al. 2005).

2. Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae € constituida por 113 géneros e 800 espécies de
plantas arbustivas, arboreas e trepadeiras (Gentry 1980; 1990). Estas espécies
estdo distribuidas nas regides tropicais de todo o mundo, sendo de ocorréncia

frequente no continente americano, cujos géneros Jacaranda e Tabebuia séo os



exemplares mais representativos da familia. O centro de dispersdo desta familia
esta no Brasil, onde estéo presentes 56 géneros e 338 espécies, segundo Gentry
1980, e 32 géneros e 391 espécies, segundo Lohmann 2012. Ocorrem desde a
Amazonia até o Rio Grande do Sul, sendo encontradas na Mata Atlantica, ma
regido Amazonica e no Cerrado (Lorenzi 1998), onde possui grande numero de
representantes.

Entretanto, segundo Joly (1983) e Barroso et al. (1991), a familia
Bignoniaceae compreende cerca de 120 géneros, com 650 espécies pantropicais,
predominantemente neotropicais e poucas distribuidas nas regides temperadas.
Para Lohmann & Ulloa (2007) sdo aproximadamente 82 géneros e 827 espécies
com habito arboreo, arbustivo, trepador e, mais raramente, herbaceo,
encontrados em areas tropicais e subtropicais.

Tradicionalmente, consideram-se 8 tribos pertencentes a familia: Tecomae,
Oroxyleae, Bignonieae, Eccremocarpee, Tourretieae, Colleae, Crescenticae e
Schlegelieae (Gentry 1980; Barroso et al. 1991). Porém, de acordo com o APG llI
(2009) as relacbes com a ordem Lamiales ndo estdo bem definidas. Estudos
filogenéticos suportam a monofilia da familia com a excluséo da tribo Schlegelieae
e do género Paulownia (Spangler & Olmstead 1999). Estudos recentes sobre a
filogenia molecular do grupo também apresentaram oito tribos, porém com
algumas denominacdes diferentes (Jacarandeae, Tourrentticae, Tecomeae,
Bignonieae, Catalpeae, Oroxyleae, Crescentieae e Coleae) e com indicacao de
gue algumas destas tribos ndo sdo monofiléticas, sugerindo novos estudos para
classifica-las (Olmstead et al. 2009).

Das oito tribos, trés (Crescentieae, Tecomeae e Bignoniaceae), possuem
representantes na flora brasileira (Barroso et al. 1991). Segundo Barroso et al.

(1991), Jacaranda pertence a tribo Tecomeae, com ocorréncia predominante na



Ameérica do Sul, porém, também na Africa e na Asia e, em menor nimero de
espécies, na América do Norte e Central, Antilhas, Madagascar e Australia.
Entretanto, apds Olmstead et al. (2009) esse género passa a pertencer a tribo
Jacarandeae.

De modo geral, sdo plantas lenhosas, predominantemente lianas, porém
certos géneros apresentam também espécies com porte variando de arbéreo a
subarbustivo, como por exemplo, em Jacaranda, ou predominantemente arboreo,
como em Tabebuia (Barroso et al. 1991).

Gentry (1980) observa que quase todas as espécies dessa familia
dependem de animais para formar frutos, pois a maioria das espécies € auto-
incompativel, isto é, a planta fértii € incapaz de formar sementes quando
polinizada pelo seu proprio pdélen (Schifino-Wittmann & Dall’Agnol 2002). O
trabalho de polinizacdo € realizado por morcegos, beija-flores, esfingideos,
borboletas e principalmente abelhas de médio e grande porte (Gentry 1974,
Frankie et al. 1983).

Em Arrabidaea conjugata (Vell.) Mart.,, experimentos manuais de
autopolinizacdo e  polinizacdo cruzada  (xenogamia)  apresentaram
respectivamente 0% e 38% de sucesso, enquanto que a polinizacdo natural
apresentou 12%. Estes resultados indicam que a espécie € auto-incompativel e
xenogamica obrigatéria, com pilhagem primaria de néctar realizada por abelhas, e
secundaria, por borboletas e beija-flores (Correia et al. 2005).

As flores de Bignoniaceae, em geral, sdo vistosas, apresentam as pétalas
fusionadas formando um tubo e os filetes sao fusionados com a corola. O néctar é
produzido na base da flor, os quais determinam que os visitantes florais devem
ser anatomicamente (pecas bucais) capazes de alcancar a camara nectarifera

(Carvalho et al. 2007).



3. Género Jacaranda

Jacaranda, pertencente a tribo Tecomeae, possui cerca de 47 espécies
(Gentry 1979), que podem ter habito arboreo, arbustivo, subarbustivo ou trepador
(Barroso et al. 1991). Nas diversas fitofisionomias do Cerrado séo encontradas 20
espécies (Tabela 1).

Tradicionalmente, a propagacédo de Jacaranda, tem sido realizada por
sementes. A Tabela 2 apresenta as condicdes de germinacdo de algumas
espécies do género.

De acordo com a tabela 2 todas as espécies estudadas por Lorenzi (1992)
apresentam elevada porcentagem de germinacdo (cerca de 80%) em sementes
coletadas entre 3 e 4 meses, indicando que as sementes sdo recalcitrantes, isto é
apresentam periodo de viabilidade restrito. Em J. ulei esta porcentagem é inferior,
ficando entre 39 e 77%, como apresentado na tabela 2. Entretanto, as condi¢cdes

e o periodo de armazenamento ndo foram especificados.



Tabela 1. Espécies do género Jacaranda encontradas no Cerrado com seus respectivos

habitos e fitofisionomias (Mendonca et al. 2008).

Espécie Habito Fitofisionomia / Habitat

Jacaranda acutifolia Humb. & Bonpl arvore mata de galeria

Jacaranda brasiliana (Lam.) Pers. arvore mata de galeria, cerrado,
mata seca decidua

Jacaranda caroba (Vell.) A. D.C. arvore mata de galeria, cerrado

Jacaranda copaia ( Aubl.) D. Don arvore mata de galeria

Jacaranda cuspidifolia Mart. ex A. DC. arvore mata seca, cerrado

Jacaranda decurrens Cham. subarbusto cerrado

Jacaranda intricata A. Gentry & W. Morawetz arbusto campo rupestre

Jacaranda jasminioides (Thunb.) Sandw. arbusto cerrado, cerrado lato sensu

Jacaranda morii A. Gentry arbusto cerrado

Jacaranda mutabilis Hassler arbusto cerrado

Jacaranda oxyphylla Cham. arbusto cerrado, mata de galeria,
campo limpo

Jacaranda paucifoliolata Mart. ex A. DC arbusto cerrado, campo limpo, campo
sujo

Jacaranda praetermissa Sandw. arvore cerrado

Jacaranda puberula Cham. arvore mata de galeria, cerrado

Jacaranda pulcherrima W. Morawetz arvore cerrado, campo

Jacaranda racemosa Cham. subarbusto campo rupestre

Jacaranda rufa Manso arbusto cerrado, cerraddo, campo
sujo

Jacaranda simplicifolia K. Schum. arbusto Cerrado

Jacaranda tomentosa R. Br. arbusto mata de galeria, cerrado,
campo

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. subarbusto cerrado ralo, mata, cerrado




Tabela 2. Porcentagem de germinacao, periodo e condi¢bes para a emergéncia da plantula e periodo de viabilidade das sementes

de algumas espécies do género Jacaranda (Bignoniaceae).

Periodo de viabilidade das Referéncia
Germinagéo sementes
Espécie
Porcentagem e Condicdes
emergéncia da
plantula
Jacaranda cuspidifolia Mart. superior a 80% 12-15 dias sementeiras até 4 meses Lorenzi 1992

Jacaranda macrantha Cham.

Jacaranda mimosaefolia D. Don.

Jacaranda puberula Cham.

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

geralmente alta

14%
superior a 80%

55 a 60%

7%
71%
57%
70%

39%

51%

10-20 dias sementeiras inferior a 4 meses

42 dias -
in vitro, agar e agua
8-15 dias sementeiras bastante curta, ndo
ultrapassando 3 meses

vermiculita umedecida com agua

iniciada aos 9 dias -
placa de petri

25 dias -
placa de petri

25 dias -
in vitro, agar e agua

25 dias -
in vitro, phytagel e agua

30 dias -
in vitro, plataforma de papel e

agua

30 dias -
plataforma de papel e solugéo de
1mg.L" GA;

Lorenzi 1992

Maruyama 2003
Lorenzi 1992

Wetzel 1997

Ribeiro 2003

Noleto et al. 2003

Silva et al. 2005
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3. Aspectos morfoldgicos

Morfologicamente, as jacarandas estudadas apresentam folhas opostas e
compostas que podem ser biterpenas, triterpenas, pinadas ou bipinadas (Barroso
et al. 1991), imparipinada ou paripinada (Costa et al. 2011). As flores, organizadas
em racemos axilares ou terminais (Barroso et al. 1991), sdo grandes e vistosas,
diclamideas, hermafroditas, pentadmeras, de simetria zigomorfa, com corola
ligeiramente bilabiada (Joly 1983) e coloracdo variando de roxa, com em J.
puberula, a parpura, em J. ulei. O androceu é constituido por quatro estames
férteis didinamos, com uma das tecas ndo desenvolvida, e um estaminddio muito
desenvolvido e glandular. O ovario é supero, bicarpelar, bilocular e muitos 6vulos
e placenta sempre bipartida (Joly 1983; Barroso et al. 1991). Todas essas
caracteristicas sao tipicas da familia Bignoniaceae. Porém ressalta-se que
estudos mais recentes, realizados em outros géneros, apresentaram algumas
diferencas, como em Pyrostegia venusta, da mesma familia, cujos quatro estames
sdo homodinamos e o ovario unilobular (Goncgalves et al. 2009).

Os frutos sdo capsulares, secos, com 4pices e base obtusos, deiscéncia
perpendicular ao eixo seminifero, como nos demais representantes da tribo,
porém com sementes dispostas paralelamente ao plano de deiscéncia da
capsula, o que deve facilitar a dispersdo das sementes (Barroso et al. 1999). As
sementes sdo de tamanho e volumes meédios, com textura corticosa e alas
reduzidas (Barroso et al. 1999). Desconsiderando as alas, possuem entre 4 e

12 mm, dependendo da espécie.
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3.2. Importancia econémica

As plantas deste género s&o muito utilizadas na construgao civil, carpintaria
e confecgdo de instrumentos musicais devido a natureza rigida da madeira. No
paisagismo urbano sdo usadas na ornamentacdo, devido a beleza de suas
floracdes (Lorenzi 1998).

Algumas espécies de Jacaranda tém sido utilizadas com sucesso em
sistemas agroflorestais tanto na Amazoénia brasileira (Brienza-Jr et al. 1991)
gquanto na equatoriana (Peck & Bishop 1992). No México, Jacaranda
mimosaefolia D. Don. esta sendo utilizada na ornamentacéo de jardins publicos. A
populacédo local usa as flores desta espécie na forma de cha, para dores em geral
(Pérez-Gutiérrez et al. 1994). No Brasil € conhecida por Jacaranda-mimoso e &
muito utilizada na arborizacéo, principalmente na regiao sul (Socolowski & Takaki
2004).

Diversas espécies do género sdo utilizadas medicinalmente (Rahmatullah
et al. 2010). Das folhas de J. caroba (Vell) DC, sdo preparados chas, indicados no
tratamento do reumatismo, sifilis, doencas da pele e como tbénico. Além disso, a
casca da raiz tem acdo sudorifera e a casca do caule € adstringente, diurética e
também anti-sifilitica (Rodrigues & Carvalho 2001). Ja as folhas e a casca do
caule de J. decurrens Cham. sao utilizadas como depurativo e nas afeccfes
cutaneas, e as folhas secas, na forma de cataplasmas, no tratamento de Ulceras
externas (Rodrigues & Carvalho 2001). Testes in vitro verificaram a atividade de
extratos de Jacaranda caucana Pittier em protozoarios causadores de malaria e

leishmaniose (Weninger et al. 2001; Gachet & Schihly 2009).
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As propriedades medicinais das diferentes espécies do género ocorrem
provavelmente pela presenca, nos diversos 6rgdos da planta, de substancias
bactericidas (Arruda et al. 2011), anticanceriginas (Ogura et al. 1976, 1977a),
fenois (Santos et al. 2010), flavondides (Ferguson & Lien 1982; Martins et al.
2008), antocianinas (Fernandes 1968; Billot 1974), terpenos (Ogura et al. 1977b),
quinonas (Subraman et al. 1973; Martins et al. 2008), polissacarideos (Singh

1997), entre outras (Dayal & Seshadri 1979; Prakash & Garg 1980).

4. Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Figuras 1 e 2) € uma espécie
subarbustiva (Figura 1a), nativa do Cerrado (Mendonca et al. 2008), popularmente
conhecida como caroba (Barros 1981), carobinha-do-campo e carobinha (Farias
et al. 2002). As folhas s&o compostas bipinadas (Figura 1a), com tricomas na face
abaxial dos folidlulos, os quais sdo bulados, isso é, possuem nervuras que
marcam o limbo foliar (Farias et al. 2002).

E utilizada na medicina popular para tratar problemas de reumatismo e
dores na coluna (Barros 1981; Mattos 1996). Revistas especializadas, como
“Ervas que Curam” (Editora Escala), também indicam a espécie para os
tratamentos do vitiligo e colite com diarréia. As folhas de J. ulei sao
comercializadas em farmacias homeopaticas, que as indicam para disenteria
amebiana, afec¢cdes da pele e vias urinarias. Segundo levantamento realizado
com raizeiros de Campo Grande, MS, em 1992 e 2002, J. ulei & também indicada

para tratar inflamacfes na prostata e ovario, alergias, sarna, sifilis, prisdo de
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ventre, disfuncbes no figado, além de depurar o sangue e reduzir o colesterol

(Nunes et al. 2003).

Figura 1. Aspecto morfolégico dos 6rgdos vegetativos e reprodutivos de Jacaranda
ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae). a-c. Planta crescendo em condi¢Bes de
campo. a. Planta apresentando porte subarbustivo. Detalhe da folha adulta, bipinada e
imparipinada. b-c. Individuos adultos, em fase de floracdo (outubro 2009), com
inflorescéncia e flores vistosas (b) e frutificacdo (maio 2009), com frutos imaturos (c). d.
Fruto aberto apresentando regido de deiscéncia e placentagcéo axial (seta). e. Detalhe
das sementes aladas. Barra = 2 cm.

14



Além da acdo terapéutica, a espécie apresenta grande potencial
ornamental, devido a tonalidade do verde de suas folhas e da coloracéo purpura
das suas flores (Figura 1b). Os frutos (Figuras 1 c-d) possuem sementes (Figura
le) grandes (cerca de 2 cm), com alas translucidas, tegumento glabro de cor
marrom-escuro-opaco, formato entre arredondado e eliptico, e tornando-se
achatada no apice e na base (Ribeiro 2003).

A observacdo de plantas de J. ulei, crescendo no campo, evidencia a
capacidade de emitir brotacdes de estruturas subterraneas (Figuras 2 a-b), como
outras espécies do Cerrado (Rizzini & Heringer 1961; Appezzato-da-Gloria 2003,
Vilhalva & Appezzato-da-Gléria 2006; Palhares & Silveira 2006; Appezzato-da-
Gléria & Cury 2011). Observou-se, preliminarmente, a formacdo de uma
tuberosidade, a qual, pelas caracteristicas morfolégicas, assemelha-se a um
xilopodio (Figura 2a), a qual ndo é relatada na literatura para a espécie.

Em campo, também foi observado que as jovens brotacdes, emitidas a
partir de raizes laterais, apresentam folhas compostas e nao possuem
tuberosidade na base (Figura 2b), diferentemente da planta adulta. E comum que
brotacBes produzidas a partir de individuos adultos apresentem caracteristicas
juvenis (Hackett 1988; Perrando & Corder 2006), como a posi¢cao de crescimento
dos ramos (Wendling et al. 2009) e morfologia das folhas (Silveira 1994, Silveira &
Cottignies 1994). Estudos sobre a ontogénese de plantulas e plantas jovens
(Oliveira 2001; Silveira et al. 2012), inexistentes para a espécie, sdo necessarios
para caracterizar os diferentes estagios do desenvolvimento de J. ulei. Estes
estudos também sdo importantes para avaliar se a morfologia das plantas
produzidas por cultura de tecidos € semelhante a das plantas produzidas em

condi¢cBes naturais.
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Figura 2. Aspecto morfolégico dos 6rgdos vegetativos de Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum. (Bignoniaceae) crescendo em condicdes de campo. a. Ocorréncia de
tuberosidade (seta preta) e brotacdes (setas brancas) se desenvolvendo a partir da
parte superior da tuberosidade. b. Jovem brotacdo regenerada a partir de raiz lateral
(seta branca) de planta adulta. Observe a auséncia de espessamento na base (cabeca
de seta), caracteristico da formagédo de tuberosidade, e detalhe das folhas compostas
de 7, 9 e 11 foliolos. Barra = 2 cm.

5. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais in vitro é uma técnica que estuda o
crescimento de células, tecidos ou érgédos isolados de uma planta mae em meio
artificial (George 2008). Em teoria, qualquer fragmento vegetal pode ser utilizado
devido a totipoténcia das células vegetais (Buvat 1944 apud Grattapaglia &
Machado 1998). Explantes, como gemas, pedagos de caule ou de folha,
embrides, cotilédones e graos de pdélen séo inoculados e cultivados em condi¢des
assépticas (Melo et al. 2008).

Suas aplicagbes sdo diversas: limpeza clonal, conservacdo de

germoplasma, obtencdo de haploides para o melhoramento genético (Ferreira et
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al. 1998), producdo de plantas com elevada qualidade sanitaria (Souza et al.
2006), clonagem de gendtipos superiores obtidos em programas de
melhoramento (Bertozzo & Machado 2010), reducédo no periodo de juvenilidade
(Coelho et al. 1998), entre muitas outras.

Atualmente, plantas de interesse econémico vém sendo amplamente
propagadas in vitro por laboratérios comerciais. Destacam-se as plantas
ornamentais, principalmente herbaceas, que, de maneira geral, apresentam alta
taxa de propagacdo e rapido desenvolvimento até a comercializagéo.
Comparativamente com as herbaceas, as plantas lenhosas sdo mais dificilmente
propagadas in vitro (Teixeira 2001; Giri et al. 2004), e, por esta razao, até os dias
atuais ainda permanece reduzido o niumero de espécies arbustivas e arboreas
comercialmente propagadas por cultura de tecidos.

Diversas sdo as técnicas utilizadas para propagar tecidos vegetais. A
escolha de uma, em detrimento de outra, esta relacionada com objetivo a ser
alcancado e com o explante inicial. Atualmente a micropropagacao é a técnica
que tem despertado maior interesse para propagacao de plantas do Cerrado
(Melo et al. 2008). Este fato € justificado pelos inimeros protocolos de
micropropagacao estabelecidos com sucesso, ou que tém apresentando
resultados parciais promissores, para as espécies cultivadas no Cerrado, como
Musa sp. (Alvares & Caldas 2002; Matsumoto 2006), Saccharum officinarum L.
(Garcia et al. 2007) e Ananas comosus L. Merril (Teixeira et al. 2001), ou nativas
deste Bioma, como Stryphnodendron polyphytum Mart. (Franca et al. 1995),
Annona muricata L. (Lemos & Blake 1996), Hancornia speciosa Gomez

(Grigoletto et al. 1996, Grigoletto 1997), Tournefortia cf paniculata Cham.

17



(Bertolucci et al. 2000), Caryocar brasiliense Camb. (Santos et al. 2006),

Macrosyphonia velame (St. Hil.) Muell. Arg. (Martins et al. 2011), entre outras.
Para as espécies do Cerrado, as técnicas de cultura de tecidos séo

indicadas principalmente quando suas caracteristicas botanicas impedem ou

dificultam a propagacdao pelas vias classicas (Melo et al. 2008).

5.1. Micropropagacgéo

A multiplicacdo vegetativa in vitro, também denominada micropropagacao
tem como principal objetivo reproduzir plantas idénticas a planta-matriz, a partir da
qual foram retirados os explantes. Este termo foi originalmente definido por
Hartmann & Kester (1984), como todo o processo, em condicfes assépticas ou
ndo, utilizando tecidos ou células vegetais com a finalidade de produzir novas
plantas, sem a utilizacdo da via sexuada (Hartmann et al. 2002).

Desta forma, a multiplicacdo pode ser realizada através da proliferacdo de
gemas apicais ou axilares (Silva et al. 2008; Xing et al. 2010), da inducao de
gemas adventicias por organogénese direta ou indireta (Hazra et al. 1989; Garcia
et al. 2011) e da embiogénese somatica (Das 2011). Entretanto, Melo et al. (2008)
definiram o termo micropropagacdo sensu stricto, para a inoculagédo e cultivo de
segmentos de caule contendo a gema apical ou gemas axilares em meio nutritivo.
Na realidade, esta pratica, é a Unica que assegura fidelidade genética das plantas
multiplicadas in vitro e que tem sido empregada para a propagac¢ao comercial em
larga escala (Giri et al. 2004). Neste trabalho, o termo micropropagacdo sera

empregado para designar micropropagacao sensu stricto.
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Em 1974, Murashige definiu trés estagios para a multiplicacdo de plantas in
vitro, conhecidos como Sistemas de micropropagacéo (Grattapaglia & Machado
1998; George & Debergh 2008): Estagio | — Selecéo de explantes, desinfestacao
e cultura em meio nutritivo sob condi¢cdes assépticas; Estagio Il — multiplicacdo de
propagulos mediante sucessivos subcultivos em meio proprio para multiplicacéo;
Estagio Il — transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subsequente transplantio das plantas para substrato ou solo.

Este processo foi rapidamente adotado em laboratérios comerciais e de
pesquisa em cultura de tecidos, pois além de descrever os estagios da
micropropagacdo, também determinam os pontos nos quais as condi¢cdes de
cultivo precisam ser modificadas (George & Debergh 2008).

Além das condi¢cdes de cultivo, varios outros fatores influenciam no
sucesso do protocolo de micropropagacédo. Dentre eles podemos destacar: a
época de coleta, o estado fisiolégico e fitosanitario da planta matriz e do explante
no momento da coleta, o tipo de explante, o protocolo de desinfestacdo, o
isolamento e o tamanho dos explantes, as condicbes de incubacdo, a
manipulagéo dos explantes nos subcultivos, entre outros (Silveira 1994; Silveira &
Cottignies 1994; Grattapaglia & Machado 1998).

Abaixo, serdo discutidos os fatores preponderantes para a
micropropagacao de Jacarada ulei, com base, principalmente, nos protocolos de

propagacao in vitro ja definidos para outras espécies do Cerrado.
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5.1.1. Desinfestacéao

A desinfestacdo € o0 processo que torna o0s explantes livres de
contaminagao antes do estabelecimento inicial da cultura (Srivastava et al. 2010)
e consiste em imergir os explantes em solu¢bes germicidas. E uma etapa
primordial, pois um protocolo que elimine os microrganismos patogénicos dos
explantes, mantendo-os vivo € indispensivel para as fases seguintes da
micropropagacao (Grattapaglia & Machado 1998).

Diversas solucbes, concentracbes e periodos de imersdo podem ser
utilizados (Srivastava et al. 2010, Martins et al. 2011), dependendo do grau de
contaminacgao e sensibilidade dos explantes. A utilizacdo de explantes coletados
diretamente no campo apresenta a vantagem da clonagem de matrizes
selecionadas, entretanto, os tratamentos de desinfestacdo testados tém sido
insuficientes para eliminar os organismos saprofiticos e principalmente
endofiticos, comuns nestes explantes. Assim, a grande maioria dos trabalhos
realizados até o momento para micropropagar plantas do Cerrado utilizou
sementes como explantes iniciais (Melo et al. 2008).

Para a desinfestacdo de didsporos do Cerrado observa-se que a imersao
em etanol a 70% (v/v), durante 1 a 5 minutos, seguida de hipoclorito de sédio
entre 0,2 e 20% (p/v), durante 10 a 20 minutos, e 3 enxagles em agua
autoclavada, ou protocolos semelhantes, permitiu a obtencédo de bons resultados
em diversas espécies, entre elas Gomphrena macrocephala St. Hil. (Moreira et al.

2000), Byrsonima verbascifolia (Castro et al. 2005), Stryphnodendron adstringens

(Mart.) Coville (Castro et al. 2007), Hancornia speciosa Gomes (Lédo et al. 2007)
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Alibertia edulis Rich. (Silva et al. 2008) e Macrosyphonia velame (St. Hil.) Muell.

Arg. (Martins et al. 2011).

5.1.2. Fases da micropropagacao

Os sistemas de micropropagacéo, criado por Murashige (1974), foram
adaptados na década de 80 para a micropropagacao de espécies lenhosas em
cinco fases: estabelecimento, multiplicacdo, alongamento, enraizamento e

aclimatacao (Deberg & Maene 1981; Riffaud & Cornu 1981; Preece et al. 1987).

5.1.2.1. Fase de estabelecimento utilizando semente

Apés a desinfestacdo, os explantes sdo inoculados em meio nutritivo e
transferidos para sala de cultivo, onde as condi¢cdes sdo controladas. A solucéo
nutritiva contém, geralmente, macro e micro-elementos, vitaminas, inositol e uma
fonte de carbono, e é solidificada com &gar. A solucao nutritiva utilizada nesta
fase € geralmente utilizada nas fases seguintes. Esta etapa permite avaliar o
protocolo de desinfestacao utilizado e a capacidade de adaptacédo dos explantes
as condicdes de cultura in vitro (Melo et al. 2008).

Quando séao utilizadas sementes como explantes iniciais, a germinacao €
normalmente realizada em meio nutritivo sem reguladores de crescimento ou em
agua e agar (Melo et al. 2008). As sementes apresentam vantagens do ponto de
vista experimental, pois geralmente estdo disponiveis em grandes quantidades,

sdo mais facilmente descontaminadas do que as gemas coletadas em condicbes
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naturais e ndo costumam liberar substancias que oxidam o meio de cultura
(Grattapaglia & Machado 1998).

ApoOs a germinacédo, o desenvolvimento da parte aérea permite a obtencao
de um grande numero de explantes descontaminados, possibilitando a ampliacdo
dos experimentos para estabelecer as melhores condi¢cdes de multiplicacdo. Além
disso, as condicdes de cultivo in vitro tém sido favoraveis para a conducdo de
estudos sobre germinacdo (Pinheiro et al. 2001; Srivastava et al. 2011) e
ontogénese da plantula e da planta jovem (Lédo et al. 2007; Castro et al. 2007;

Silveira et al. 2012).

5.1.2.2. Fase de multiplicacao e subcultivos

O objetivo da fase de multiplicacdo é produzir brotacbes morfologicamente
normais (Melo et al. 2008). Na maioria das espécies, a presenca de citocininas no
meio nutritivo potencializa a formacéo de brotacbes (Thorpe 1993). De acordo
com a literatura, o tipo de citocinina e sua concentracédo sao os fatores que mais

influenciam o sucesso da multiplicacado in vitro (Grattapaglia & Machado 1998).

5.1.2.2.1. Importancia das citocininas e auxinas

Na micropropagacao de plantas do Cerrado, diversas citocininas sintéticas
tém sido usadas (Franca et al. 1995; Nicioli et al. 2008; Silva et al. 2008; Oliveira
et al. 2010; Martins et al. 2011), como BAP (6-benzilaminopurina), Cinetina (6-

furfurilaminopurina) e 2iP (isopenteniladenina); a Zeatina [6-(4-hidréxi-3-metilbut-
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2enil-amino)purina], horménio produzido pelo milho; e o Thidiazuron (TDZ),
composto derivado das feniluréias, que produz os efeitos das citocininas (Mok et
al. 1982).

Para estimular divisdo celular e o controle da morfogénese, como por
exemplo, o alongamento dos brotos, o efeito das citocininas € mais perceptivel
gquando usada com uma auxina (Staden et al. 2008). Neste caso, a relacao
auxina/citocinina deve ser pesquisada para cada espécie, mas costuma ser
mantida em valores inferiores a um (Grattapaglia & Machado 1998).

A literatura indica que as concentracdes de substancias de crescimento
adicionadas ao meio de cultura variam entre 0,01 e 10 mg.L™. Espécies arbéreas,
que apresentam grande dominancia apical, podem necessitar de concentragdes
mais elevadas de citocininas para estimular a brotagdo, quando comparadas aos
arbustos. Na multiplicacdo de Stryphnodendron polyphytum Mart. foram testados
BAP, 2iP, zeatina, BAP com AIA (acido indolacético) e BAP com AIB (&cido
indolbutirico) e a maior proliferacdo de brotos (3,6 brotos por explante) foi
observada em 3 mg.L" de BAP (Franca et al. 1995). Da mesma forma, em
Stryphnodendron adstringens (Mart.). Coville a maior taxa de proliferacdo (3
brotos por explante) foi observada em 5 mg.L™ de cinetina (Nicioli et al. 2008).

De maneira geral, nos tratamentos nos quais sdo observadas as maiores
médias de multiplicacdo, sdo observadas também as menores médias de
comprimento dos brotos (Melo et al. 2008). De fato, nas espécies citadas acima,
ambas arvores do Cerrado, o maior alongamento ocorreu nas menores
concentracOes testadas. A obtencdo de poucos brotos, porém alongados, nao
necessariamente reduz a multiplicacdo, ja que cada broto pode ser excisado em

dois ou mais explantes. Além disso, os brotos podem ser diretamente transferidos
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para a fase de enraizamento, dispensando a fase de alongamento (Melo et al.
2008).

Ja na multiplicacdo in vitro de arbustos nativos do Cerrado tem sido
observado que a auséncia ou baixas concentracdes de citocininas também
podem favorecer a formacdo de novas brotacdes alongadas e com folhas
normalmente expandidas. Em Macrosyphonia velame (St. Hil.), a auséncia de
citocinina proporcionou a formacgédo de 4 brotos por explante, média que néo foi
estatisticamente diferente dos demais tratamentos, com diferentes tipos de

citocininas (Martins et al. 2011).

5.1.2.2.2. Subcultivos

Outro aspecto importante na fase de multiplicacédo é avaliar a interacédo dos
reguladores de crescimento com os subcultivos sucessivos (Dhiraj et al. 2003;
Sotelo & Monza 2007). Em Alibertia edulis, espécie arborea do Cerrado,
multiplicada em meio de cultura MS (Murashige & Skoog 1962), diluido a quarta
parte (Y2 MS), foi observado que BAP combinada com AIB em concentracdes
iguais (0,5 mg.L™) favoreceu a multiplicacdo e o alongamento dos brotos, nos trés
subcultivos sucessivos, enquanto que no meio de cultura controle, sem regulador
de crescimento, embora os explantes tenham se alongado, ndo formaram
nenhuma nova brotacdo (Silva et al. 2008). Entretanto, nos trabalhos publicados
com plantas do Cerrado, de maneira geral, sédo apresentados apenas os dados do
primeiro subcultivo.

E comum observar nos tratamentos avaliados como os melhores no

primeiro subcultivo, a ocorréncia, nos subcultivos seguintes, de brotos com algum
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tipo de anormalidade, como por exemplo, nanismo, clorose e hiper-hidricidade ou
vitrificacdo. Estes sintomas podem ser causados pela exposicdo do material a
uma forte concentracdo de citocinina, ou de sais do meio de cultivo, ou ainda de
etileno (Bottcher et al. 1988; Krikorian et al. 1983, Grattapaglia & Machado 1998;
Barrueto Cid & Teixeira 2010a-b). O acumulo de etileno ocorre quando o
recipiente contém grande quantidade de material vegetal e a vedacao nao permite

as trocas de gases do interior para o exterior.

5.1.2.2.3. Meio de cultura

O meio MS (Murashige & Skoog 1962) tem sido utilizado para a grande
maioria das espécies do Cerrado, propagadas in vitro até o momento (Castro et
al. 2005; Nicioli et al. 2008). Porém, a alta concentracdo de sais, quando
comparada a outras formulacfes, especialmente potassio e nitrogénio e alguns
micronutrientes, como boro e manganés (Cohen 1995; Fadel et al. 2010), tem
sido inadequada para a morfogénese de algumas espécies, em particular plantas
lenhosas (Bertozzo & Machado 2010).

Diante disso, diluicbes nas concentra¢cdes de macro e micronutrientes de
MS e solugcdes minerais menos concentradas, propostas por outros autores
(Gamborg et al. 1968; Lloyd & McCown 1981; Quoirin & Lepoivre 1977), tém sido
testadas e apresentado resultados satisfatérios. Como em Macrosyphonia velame
(St. Hil.) Muell. Arg. (Martins et al. 2011) e Alibertia edulis Rich (Silva et al. 2008),
multiplicadas em solucdo mineral de MS diluida, respectivamente a %2 e a %,

Annona glabra L. (Oliveira et al. 2010) e Hancornia speciosa Gomes (Soares et al.
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2011) em Wood Plant Medium, WPM (Lloyd & McCown 1981) e Jacaranda

mimosaefolia D. Don. em meio B5 (Maruyama 2003).

5.1.2.3. Fase de enraizamento

A inducéo e o alongamento de raizes adventicias, na base dos brotos, € a
Gltima etapa do processo para a obtencao de plantas inteiras a partir de explantes
(Grigoletto 1997). Este processo € depende do genotipo (Iriondo et al. 1995;
Rocha et al. 2008) e das condicfes de cultura, podendo ser realizado in vitro ou
ex vitro (Grattapaglia & Machado 1998).

In vitro, € comum reduzir as concentracdes de macro e micro nutrientes e
sacarose no meio de cultura e adicionar uma auxina (Grattapaglia & Machado
1998; Melo et al. 2008; Souza et al. 2009). Segundo Pasqual et al. (2000), dentre
os reguladores de crescimento, o AIB tem sido o mais utilizado para induzir o
enraizamento de brotos. Esse regulador de crescimento promoveu melhores
resultados em Gomphrena officinalis (Mercier et al. 1992) do que ANA (acido
naftalenoacético), embora o contrario tenha sido observado em Stryphnodendron
polyphytum (Franca et al. 1995).

Resultados mais recentes, observados em um estudo anatdomico de
Gomphrena officinalis indicaram que a qualidade do sistema radicular foi superior
quando o enraizamento in vitro ocorreu sem auxina. Nessas condi¢fes, as raizes
adventicias foram similares as das plantulas e se originam diretamente do
periciclo, enquanto que em meio com AIB, as raizes eram grossas e quebradicas
e geralmente ndo se conectaram ao sistema vascular do caule, em decorréncia

da formacgé&o de calos na base das microestacas (Moreira et al. 2000).
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Muitas espécies nao diferenciam primoérdios radiculares adventicios na
presenca de luz. Um ambiente escuro na base do broto pode ser obtido com a
adicdo de carvao ativado ao meio de cultura (Pan & Staden 1998; Andrade et al.
2000). Com essa finalidade, geralmente sdo utilizadas concentracdes elevadas,
entre 2 e 10 g.L™ (Eymar et al. 2000; Kowalski & Staden 2001; Abdelwahd et al.
2008; Silva et al. 2008), embora concentracdes desta ordem possam inibir
enraizamento (Assis & Teixeira 1998).

O carvdo também é utilizado para diminuir a incidéncia de compostos
fendlicos, comuns em culturas de espécies lenhosas (Pan & Staden 1998;
Andrade et al. 2000; Barrueto Cid & Teixeira 2010a), sendo, neste caso,
adicionando em concentracdes mais baixas, entre 0,1 e 0,3 g.L™ (Barrueto Cid &
Teixeira 2010a).

Ex vitro, 0 enraizamento geralmente ocorre em casa de vegetacdo ou estufa,
condicdes nas quais, via de regra, a irrigacdo é controlada. Ja em estufa, o
aprisionamento do calor (Reis 2005) mantém a tempertura e a umidade do ambiente e
do solo muito mais elevadas do que na casa de vegetacdo, o que pode favorecer a

diferenciacéo de primérdios radiculares.

O enraizamento ex vitro também apresenta a vantagem de ocorrer nas
mesmas condicbes ambientais da fase de aclimatizacao, evitando a desidratacéo da
parte aérea, desde que a adaptacdo dos brotos seja gradativa. Antes do plantio em
substrato, a base dos brotos pode ser tratada com auxina, como é comum no

enraizamento de estacas (Hartmann et al. 2002).

Diversos substratos podem ser testados, porém os mais utilizados para

espécies do Cerrado sdo: vermiculita, areia lavada, substrato comercial
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(Plantmax®). A vermiculita tem apresentado bons resultados para o cultivo in vitro
(Silveira & Cottignies 1994; Preece et al. 1987) e ex vitro (Freitas-Neto 2009;
Silveira et al. 2010). Isso ocorre provavelmente por conter elementos importantes
no desenvolvimento vegetal, como o0 magnésio e o potassio, ter a capacidade de
absorver agua e de fazer trocas catibnicas, mantendo os nutrientes em reserva
para a liberacéo tardia (Hartmann et al. 2002). O Plantmax®, com boa aeracio e
capacidade de reter 4gua e porosidade elevada (Klein et al. 2000), possui teores
mais elevados de nutrientes do que a vermiculita, principalmente N, encontrado
na matéria organica, P, K e Ca + Mg (Silva et al. 2001). O enraizamento ex vitro
de Tectona grandis apresentou bons resultados (entre 85 e 100%), tanto na
vermiculita, quanto no Plantmax® (Fermino-Jr et al. 2011). JA o Plantmax®
apresentou melhores resultados em todos os parametros avaliados (altura,
didmetro do caule, area foliar, peso da matéria seca de raizes e parte aérea) na
producdo de mudas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deneger, em casa de
vegetacdo (Silva et al. 2001), como também no enraizamento ex vitro de
Macrosyphonia velame (Martins et al. 2011).

Ao final desta fase, o ideal é obter a formacdo de um sistema radicular
vigoroso e sem a formacgdo de calo entre o caule e a raiz adventicia, para que as
plantas possam se desenvolver normalmente nas fases seguintes (Silveira &

Cottignies 1994; Andrade et al. 2000, Santos et al. 2006).

5.1.2.4. Fases de aclimatizacédo e aclimatacao

Aclimatizagdo e aclimatacdo s&o termos que denominam processos

diferentes. O primeiro consiste na transferéncia da planta das condi¢des in vitro
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para um ambiente mais semelhante as condi¢cdes naturais, porém ainda

parcialmente controladas, como uma casa de vegetacao ou estufa.

Quando o enraizamento é realizado in vitro, em meio gelatinoso, as raizes
devem ser cuidadosamente lavadas, antes da aclimatizacdo, a fim de eliminar os
residuos de meio, que sdo focos de contaminacdo e apodrecimento, para nao
compromenter a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas. No enraizamento
ex vitro, realizado em casa de vegetacdo, a aclimatizagcdo costuma ser um
processo continuado, sendo realizada nas mesmas condi¢fes. JA quando as
plantas sdo enraizadas em estufa, € comum que sejam transferidas
posteriormente para casa de vegetacdo. Em ambos os casos, apos o
enraizamento, as plantas devem ser transplantadas em recipentes maiores
(Chinnappan et al. 2011) e com substrato mais adequado ao desenvolvimento.
Assim muitas espécies do Cerrado tem sido aclimatizadas com mais ou menos
sucesso, como Stryphnodendron polyphytum, 93% (Franca et al. 1995), Alibertia
edulis 100% (Silva et al. 2008), Stryphnodendron adstringens, entre 41% e 50%

(Nicioli et al. 2008) e Macrosyphonia velame, 40% (Martins et al. 2011).

A Ultima fase da micropropagacdo € a aclimatacdo das vitroplantulas as
condicBes ambientais. De acordo com Melo et al. (2008) esta fase ndo apresenta
dificuldades, desde que as raizes adventicias, formadas na etapa anterior, sejam
alongadas e conectadas diretamente ao sistema vascular do caule dos brotos.
Entretanto, trabalhos que relatem dados de sobrevivéncia de plantas lenhosas do
Cerrado no campo sao raros (Mercier et al. 1992). Em Premna serratifolia, um
arbusto medicinal da india, ap6s a aclimatizacdo em casa de vegetacdo, as

plantas foram plantadas em jardins medicinais, onde apresentaram 95% de
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sobrevivéncia, depois de mais de um ano cultivo, e ndo mostraram variacdes na
morfologia e crescimento, quando comparadas com as plantas matrizes

(Chinnappan et al. 2011).
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Estabelecer um protocolo de micropropagacao para Jacaranda ulei Bureau

& K. Schum., por meio de de sementes germinadas in vitro.

2. Objetivos especificos

e Estabelecer as condicbes para a germinacdo de sementes e o0

desenvolvimento das plantulas in vitro;

e Definir as concentracdes de BAP/AIB mais indicadas para multiplicacéo de

brotos;

e Estabelecer as condi¢cdes para o enraizamento dos brotos e aclimatizacao

das plantas micropropagadas;

e Caracterizar a morfologia das plantulas e plantas jovens germinadas in

Vitro;

e Comparar a morfologia das plantas micropropagadas com: as plantas
jovens, propagadas por sementes germinadas in vitro, e adultas, crescendo

em condi¢des naturais.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta do material vegetal

Para o estudo em questdo, foram coletados frutos de Jacaranda ulei
Bureau & K. Schum. em maio e junho de 2009, a partir de cinco matrizes
previamente selecionadas, crescendo em condi¢cdes naturais, na Fazenda Agua
Limpa - FAL, da UnB (15°58’50,6”’S e 47°56'58,8”"W). Ramos férteis também
foram coletados (23/10/2009), para a confeccdo de exsicatas, depositadas sob o
namero de registro UB 96488, no Herbario da Universidade de Brasilia (UB).

Os frutos deiscentes foram coletados ainda fechados, no final do periodo
de maturacdo, quando o exocarpo mudou a coloracdo de verde para bege, e
acondicionados em sacos de papel, os quais continham os dados de cada matriz.
As sementes foram liberadas, dois ou trés dias apds a coleta, periodo em gque os

frutos abrem-se naturalmente, ainda dentro dos sacos de papel.

As etapas de beneficiamento das sementes e cultivo in vitro foram
realizadas no Laboratorio de Fisiologia Vegetal da Universidade de Brasilia - UnB,

DF.

2. Beneficiamento e desinfestacdo das sementes

Apés o0 Dbeneficiamento manual, as sementes selecionadas foram
desinfestadas em camara de fluxo laminar horizontal, por meio da imersao

sucessiva em alcool 70%, durante 1 min, hipoclorito de sodio (NaOCI) comercial
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(2-2,5% de cloro ativo), durante 15 min, e trés enxaglies em agua destilada e

autoclavada.

Esta etapa e as seguintes foram realizadas em condi¢cdes assépticas em

camara de fluxo laminar horizontal.

3. Fases da micropropagacao

A micropropagacdo de J. ulei seguiu as fases definidas para espécies
lenhosas: estabelecimento, multiplicacdo, alongamento, enraizamento e
aclimatacao (Melo et al. 2008).

Os experimentos in vitro foram realizados em sala de crescimento nas
seguintes condicles: temperatura de 27+2 °C, umidade aproximada de 80% e
iluminacdo com lampadas fluorescente do tipo luz do dia com fotoperiodo de 16 h
e intensidade luminosa aproximada de 41 pmol.m?.s™.

Os meios de cultura foram autoclavados a 120 °C, durante 20 min e o0s
utensilios e substratos foram esterilizados a 150 °C, em forno Pasteur, durante

pelo menos 2 h.

3.1. Fase de estabelecimento: inoculacdo de sementes

Apés a desinfestacdo, as sementes das cinco matrizes foram inoculadas
em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo solucéo de &gua e agar (8 g.L™),
homogeneizada a quente e posteriormente autoclavada.

O experimento foi inteiramente casualizado, com 80 repetigbes por matriz,

sendo cada tubo de ensaio uma repeticdo. A desinfestacdo e a germinacao foram

33



observadas, respectivamente no 15° e 30° dia de cultivo. A germinabilidade foi
caracterizada pelo surgimento da raiz primaria e foram consideradas normais as
plantulas que apresentaram sistema radicular, parte aérea e cotilédones bem
desenvolvidos (MAPA 2009). A fim de comparar as caracteristicas morfolégicas
das plantas micropropagadas com plantas produzidas por sementes, a

ontogénese da plantula in vitro foi descrita até 120° dia de cultivo.

3.2. Fase de multiplicacao

Das plantas jovens produzidas na fase anterior, foram retirados explantes
de caule, de cerca de 1 cm, com dois ou trés nds. Os explantes com entrends
muito longos continham apenas um no. Esses explantes foram inoculados em
meio de cultura MS (Murashigue & Skoog 1962), com macro e micro elementos
diluidos a quarta parte (¥aMS), conforme estabelecido para J. ulei por Fukuda et
al. (2009). Ao meio de cultura foi adicionado BAP (6-benzilaminopurina) e AIB
(4cido3-indol-butirico), nas concentracdes 0,0; 0,01 e 0,05 mg.L™". Os dados
dessa fase foram coletados nos quatro primeiros subcultivos, formando um fatorial
2 x 3 x4, embora tenham sido realizados sete subcultivos ao todo. No primeiro
subcultivo foram realizadas 20 repeticées, com quatro clones por tratamento e de
11 a 47 repeticbes nos subcultivos seguintes, em funcdo da adaptabilidade e
sobrevivéncia dos clones nos tratamentos.

Ap6s o ajuste do pH & 5,6, foram adicionados ao meio 20 g.L™ de sacarose
e 6 g.L" de agar, previamente solubilizados a quente. Foram realizados sete

subcultivo, de 60 dias cada, porém foram avaliados apenas 0s quatro primeiros e
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o sétimo. O numero, comprimento e o aspecto morfolégico dos brotos foram

avaliados ao final de cada subcultivo.

3.3. Fase de enraizamento

O enraizamento de J. ulei foi testado em dois experimentos in vitro e um
experimento ex vitro, com brotos de cerca de 2 cm, excedentes em todos 0s
tratamentos do 2° e 3° subcultivos de multiplicagdo. O nimero de brotos
provenientes de cada tratamento variou de 3 a 12 em fung&o da multiplicacdo. Os
brotos foram transferidos para recipientes devidamente identificados com nimero
do clone e do subcultivo, bem como o tratamento de multiplicagdo. Os
experimentos in vitro foram realizados em meio ¥%MS, com pH ajustado a 5,6,
10 g.L™ de sacarose e 8 g.L™ de &gar.

Os dados referentes ao enraizamento foram coletados apds 90 dias de
cultivo em in vitro ou apds a transferéncia dos brotos para a estufa. Foram
observados: a sobrevivéncia das plantas, as caracteristicas morfologicas da parte
aérea (aspecto e vigor) de alguns clones, o nimero de plantas enraizadas e as
caracteristicas do sistema radicular. Para avaliar o desenvolvimento do sistema
radicular foram observados: o nUmero raizes adventicias por planta, comprimento
da maior raiz por planta, nimero de plantas com raizes laterais, nimero de
plantas com raizes maiores do que 1 cm e comprimento da maior raiz acima de

1 cm (Nicioli et al. 2008).
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3.3.1. Experimento 1 —in vitro

Neste experimento dois a trés brotos de cada tratamento de multiplicacéo
(BAP/AIB), selecionados pelo vigor, foram inoculados em 24 tubos de ensaio, com
7 gL' carvdo ativado (Marca Sigma Aldrich). O controle foi realizado sem a

adicao de carvao. Foram realizadas 24 repeti¢cdes por tratamento.

3.3.2. Experimento 2 —in vitro

Semelhante ao experimento 1, dois a trés brotos de cada tratamento de
multiplicacdo foram inoculados em meio com AIB a 0; 0,01; 0,05 mg.L" e 7 g.L™

de carvao ativado. Foram realizadas 24 repeti¢cdes por tratamento.

3.3.3. Experimento 3 — ex vitro

Este experimento objetivou avaliar o enraizamento das brotagdes
provenientes de todos os tratamentos de multiplicacdo e, concomitantemente,
aclimatiza-los em estufa. Os brotos (n=52) foram transferidos para garrafas PET
(cerca de 2 L), transparentes, cortadas com cerca de 25 cm de altura, perfuradas
em suas bases e preenchidas com trés partes de latossolo vermelho (coletado
nos primeiros 30 cm da camada superficial do solo) e uma parte, até a borda, de
vermiculita média (Brasil Minérios) autoclavada. Estes recipientes, contendo de 1
a 4 brotos, foram transferidos, em maio de 2009 (periodo de seca), para estufa,

sem climatizagdo automatica, com temperatura de aproximamente 40 °C,
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umidade relativa 95%, intensidade luminosa 40 umol.m?s® e sistema de
irrigacdo automatica.

No 82 e no 40° dia apds a transferéncia, os recipientes foram irrigados com
50 ml de % MS (Chinnappan et al. 2011), sem adicdo de reguladores de

crescimento, previamente autoclavado.

3.3.4. Enraizamento durante a fase de multiplicag&o in vitro

A formacdo de raizes durante a fase de multiplicacdo foi observada em
todos os tratamentos com BAP/AIB, aos 90 dias do 6° subcultivo. Os parametros
utilizados para avaliar o enraizamento foram os mesmo citados acima (cf. 2° §;

3.3. Fase de enraizamento).

4. Aclimatizagéo

As plantas enraizadas foram aclimatizadas, em julho de 2009 (periodo de
seca), em estufa e posteriormente em casa de vegetacao.

Nesta fase, afim de ndo comprometer a sobrevivéncia e possibilitar a
avaliacdo do desenvolvimento a longo prazo, as plantas nao foram desenterradas
para analise quantitativa do sistema radicular. Porém, foi realizada uma descri¢cao
morfologica da parte aérea e do sistema radicular de 3 plantas desenvolvidas em

condicao de estufa e de casa de vegetacao.
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4.1. Aclimatizacdo em estufa

4.1.1. Plantas enraizadas ex vitro

Apoés 120 dias de cultivo em estufa, seis plantas foram transferidas para
viveiro, enquanto as demais (n=41) permaneceram na estufa; a sobrevivéncia das

plantas nas duas condi¢c@es foi avaliada, respectivamente, apds 3 e 18 meses.

4.1.2. Plantas enraizadas durante a fase de multiplicacao

Plantas enraizadas durante a fase de multiplicacdo (n=11) foram
aclimatizadas em estufa nas mesmas condi¢cdes anteriormente citadas, sendo
apenas uma planta por garrafa PET. A sobrevivéncia das plantas foi observada no

182 més.

4.2. Casa de vegetacao

No 21° més de cultivo em esfufa sete plantas foram transplantadas para
recipientes de cultivo de polipropileno (dimensdes: 40 cm x 20 cm e volume: 7 L),
contendo latossolo vermelho. Posteriormente permaneceram por mais 10 dias na
estufa e foram transferidas para casa de vegetacdo. O desenvolvimento das
plantas esta sendo acompanhado e os dados apresentados nesse trabalho foram

coletados no 24° més de cultivo.
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5. Analise anatdbmica

A fim de analisar a anatomia da conexao do sistema radicular com a parte
aérea das plantas enraizadas ex vitro (Moreira et al. 2000), amostras de cerca de
5 mm da base dos brotos com raizes adventicias (90 dias apds a transferéncia
dos brotos para a estufa) foram preparadas e fixadas em 4&lcool 70%.
Posteriormente foram seccionadas a 10 um, com auxilio de micrétomo de
bancada e lamina de corte histolégico. Os cortes foram clarificados em solucao de
hipoclorito de sédio 0,25% durante 15 min, corados com vermelho neutro ou com
lugol, para a deteccdo de amido (Johansen 1940), e montados em gelatina

glicerinada.

6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (Anova) utilizando o

programa computacional SISVAR versao 5.1, sendo as médias dos tratamentos

comparadas pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia (Ferreira

2008).
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RESULTADOS

1. Desinfestacao, germinacao e desenvolvimento da planta

No 15° dia de cultivo, as sementes inoculadas in vitro apresentaram acima
de 95% de desinfestacdo nas cinco matrizes testadas. O tratamento efetuado nas
sementes para iniciar a germinacdo asséptica de J. ulei ndo afetou a
germinabilidade a qual, no 30° dia, foi elevada, entre 90 e 100%, nas sementes
coletadas de todas as matrizes e, com excecado da matriz 3, com 75% de
sementes germinadas, ndo diferiram estatisticamente (Tabela 3). No 60° dia, as
porcentagens de plantas com caracteristicas morfoldégicas normais também foram
elevadas em todas as matrizes, acima de 90%, e ndo apresentaram diferenca

estatistica (Tabela 3).

Tabela 3. Germinabilidade (%) no 30° dia de cultura e plantas normais (%) no 60° dia de

cultura, em diferentes matrizes de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.

Identificacdo da Matriz Sementes germinadas (%) Plantas normais (%)
1 98,8 (80) a 92,4 (79) a
2 100 (80) a 93,7 (80) a
3 75,0 (80) b 91,7 (60) a
4 90,0 (80) a 90,3 (72) a
5 96,2 (80) a 92,2 (77) a

Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste Scott-Knott

(p<0,05). (n)=numero de repeticdes.

A germinacdo e o desenvolvimento normais da plantula e da planta jovem
sdo apresentados nas Figuras 3 e 4a. A germinacgao inicia com a expansao da
raiz primaria entre o 10° e o 122 dia de cultura (Figura 3a). A parte aérea comeca
a se desenvolver a partir do 15° dia apds a inoculacdo. No 20° dia, observa-se
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que a plantula possui cotilédones foliaceos, de formato cordiforme e a regido do
coleto posicionada obliguamente (Figura 3b, detalhe). No 30° dia a plantula

apresenta folhas compostas e filotaxia oposta desde o primeiro par (Figura 3c).

Figura 3. Germinacgéo, desenvolvimento da plantula e planta jovem de Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum. (Bignoniaceae), durante a fase de estabelecimento, em solucdo de agua e agar (8%). a.
Germinagdo no 12° dia de cultivo. b. Parte aérea apresentado cotilédones folidceos, com formato
cordiforme, e regido do coleto obliqua (detalhe; seta no coleto), no 20° dia de cultivo. c. Expanséo
dos primeiros eofilos, compostos de 3 e 5 foliolos (detalhe), no 60° dia de cultivo, quando s&o
retirados os explantes para a fase seguinte. d. Alongamento dos entrends superiores e expansao
dos eofilos com 7 foliolos (detalhe superior). Detalhe do desenvolvimento do sistema radicular,
com a raiz primaria (rp) e uma Unica raiz lateral (seta), no 120° dia de cultivo.
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O primeiro e o segundo pares de eofilos possuem trés foliolos. O terceiro par de
eofilos (raramente o segundo) e todas as folhas formadas até o 60° dia de cultivo
possuem cinco foliolos, quando a plantula tem entre quatro e seis pares de folhas
ao todo (Figura 3c). Do 60° até o 120° dia, observa-se o aumento do nimero de
foliolos para sete (Figura 3d).

Embora as porcentagens de plantulas com caracteristicas morfolégicas
normais (Figura 4a) tenham sido elevadas e sem diferenca estatistica (Tabela 3),
a formacéo de plantulas anormais foi verificada a partir de sementes de todas as
matrizes testadas. As anormalidades apresentadas estdo relacionadas
principalmente com a ma formacdo do sistema radicular (Figuras 4b-c), que
comumente possui a regido apical da raiz primaria necrosada (Figura 4c). Porém,
as partes aéreas dessas plantas apresentaram desenvolvimento normal, quando
usadas como explantes na fase seguinte.

A germinagao de sementes do mesmo lote, armazenadas em sacos de
papel a temperatura ambiente, apresentou diminuicdo da germinabilidade. Assim
sementes armazenadas por seis e doze meses apresentaram porcentagens de
germinacdo respectivamente de 47,9% e 29,2% que nao diferiram

estatisticamente (Tabela 4).

Tabela 4. Germinabilidade (%) de sementes Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.,

armazenadas por 6 meses e 12 meses, avaliada no 30° dia de cultura.

Periodo de Sementes germinadas (%)
armazenamento (meses)
6 47,9 a
12 29,2 a

Valores seguidos da mesma letra ha mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste

Scott-Knott (p<0,05). n=48 sementes.
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Figura 4. Desenvolvimento da plantula de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae),
durante a fase de estabelecimento, em solugdo de agua e agar (8%), no 20° dia de cultivo. a.
Plantula normal, com raiz priméaria alongada. b-c. Plantulas anormais, com raiz priméaria pouco
desenvolvida ou com a regido apical necrosada. Observe que a parte aérea apresenta
desenvolvimento normal. Barra = 0,5 cm.

2. Multiplicagéo e subcultivos

Da parte aérea das plantas com 60 dias de cultura, produzidas na fase
anterior, foram retirados e repicados explantes de caule para meio de
multiplicacdo. As tabelas 5 e 6 apresentam as médias (z erro padrao) do numero
e comprimento dos brotos formados nos diferentes tratamentos, nos quatro
subcultivos sucessivos.

A andlise de variancia revelou que o numero de brotos produzidos por
explante foi significativamente influenciado pelos subcultivos e pelas interagdes
das concentracdes de BAP com AIB e BAP com os subcultivos. As médias do
namero de brotos por explante ndo apresentaram grandes variacdes nos
diferentes tratamentos, nos quatro subcultivos, ficando, de maneira geral, entre 1
e 2 (Tabela 5). Isso indica que todos os tratamentos, inclusive o controle,
favorecem a brotacdo. No 1° subcultivo as médias dos nimeros de brotos ndo

foram significativamente diferentes. Nos demais subcultivos, alguns tratamentos
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se destacaram, como no 22 subcultivo, na auséncia de BAP nas trés

concentracdes de AIB ou em 0,05 mg.L™ de BAP, respectivamente 2,2, 2,8, 3,0 e
2,4 (Tabela 5). No 4° subcultivo, as médias de todos os tratamentos diminuiram,
porém, de maneira geral, ndo diferiram do 3° subcultivo, exceto em meio com 0,05
mg.L™* BAP combinadado com AIB 0,01 ou 0,05 mg.L™ . E importante destacar

que no controle, sem reguladores de crescimento, o0s resultados foram

semelhantes ao da maioria dos tratamento com BAP e/ou AIB.

Tabela 5. Numero de brotos em Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. cultivada em meio
de cultura contendo BAP (6-benzilaminopurina) e AIB (&cido3-indol-butirico), em
diferentes concentracdes, totalizando nove

tratamentos, em quatro subcultivos

sucessivos de 60 dias cada. Média + erro padréo.

Subcultivos
Trat. BAP AlB 1 2 3 4
(mgL™) (mg.L?)

1 0,00 0,00 1,8+0,3 aA 2,2+0,5 aA 1,7+0,2 aA 1,3£0,1 bA
2 0,00 0,01 1,7£0,2 aA 2,8+0,4 aB 1,8+0,2 aA 1,7+£0,2 aA
3 0,00 0,05 1,9+0,2 aA 3,0£0,6 aB 1,4+0,1bA 1,6+0,1aA
4 0,01 0,00 1,4+0,2 aA 2,1+0,2 bA 1,8%40,1 aA 1,7+£0,1 aA
5 0,01 0,01 1,9+0,3 aA 1,9+0,2 bA 1,610,1 aA 1,4+0,1 aA
6 0,01 0,05 1,7¢0,3 aA 1,8+0,2 bA 1,3%0,1bA  1,5+0,2 aA
7 0,05 0,00 1,8+0,2 aA 2,4+0,2 aB 1,8+0,2 aA 1,2+0,1 bA
8 0,05 0,01 1,0+0,0 aA 1,5+0,4 bA 2,0+0,2 aB 1,0+£0,0 bA
9 0,05 0,05 2,1+0,3 aB 1,1+0,1 bA 2,0+0,2 aB 1,5+0,1 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de

Scott Knott (p<0,05). n=11 a 47.
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Pela analise de variancia verificou-se que as concentracdes de BAP, AIB e
0s subcultivos influenciaram significativamente o comprimento dos brotos de J.
ulei, da mesma forma que todas as interacoes entre estes fatores, exceto BAP
com subcultivo.

De maneira geral, as médias dos comprimentos dos brotos variaram entre
1 e 2 cm (Tabela 6). No 1° subcultivo, o comprimento médio n&o diferiu
estatisticamente na maioria dos tratamentos, exceto em 0,01 mg.L™ e 0,05 mg.L™
de BAP sem AIB e 0,05 mg.L™" de BAP com a mesma concentracéo de AIB, que
foram significativamente superiores aos demais tratamentos. No 2° subcultivo,
com excecdo do tratamento 0,05 mg.L™ de BAP na auséncia de AIB, as médias
de comprimento observadas em cada tratamento aumentaram nos subcultivos
sucessivos até o 3° subcultivo. A média de comprimento (* erro padrdo) em todos
0s tratamentos, nos trés primeiros subcultivos foram respectivamente 1,2 £ 0,1 cm
(n=229), 1,6+ 0,1 cm (n=215) e 2,2 + 0,1 cm (n=271). No 4° subcultivo todas as
médias diminuiram, ficando a média geral neste subcultivo 1,6 + 0,1 cm (n=186),
mas na maioria dos tratamentos se mantiveram acima das médias observadas no
1° subcultivo. As maiores médias de comprimento foram observadas no 3° e 4°
subcultivos, nas concentragcdes mais elevadas de BAP e AIB, respectivamente 3,5
e 2,7 cm. Da mesma forma que na média do numero de brotos, o comprimento
médio do controle também teve resultados semelhantes aos demais tratamentos

sem reguladores de crescimento.
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Tabela 6. Comprimento dos brotos em Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. cultivada
em meio de cultura contendo BAP (6-benzilaminopurina) e AIB (acido3-indol-butirico),
em diferentes concentragdes, totalizando nove tratamentos, em quatro subcultivos

sucessivos de 60 dias cada. Média + erro padréo.

Subcultivos
Trat. BAP AIB 1 2 3 4
(mg.L™) (mg.L?)

1 0,00 0,00 1,1+0,1 bB 1,3+0,2 bB 1,9+0,1 bA 0,9+0,1cB
2 0,00 0,01 1,1+0,1 bB 1,9+0,2 aA 1,9+0,1 bA 1,6+0,1 bB
3 0,00 0,05 1,0£0,1 bC 1,7#0,2 aB 2,1+0,2bA 1,7+0,1 bB
4 0,01 0,00 1,5+0,3 aA 1,7#0,1 aA 2,2+0,1bA 1,8+0,2 bA
5 0,01 0,01 1,0£0,1 bB 1,7#0,1 aA 2,1+0,1bA 0,8+0,1cB
6 0,01 0,05 1,0£0,3 bC 1,5#0,1 aB 2,0+0,1 bA 1,6+0,2 bB
7 0,05 0,00 1,8+0,3 aA 1,3+0,1 bB 2,3+0,2bA  1,0+0,2cB
8 0,05 0,01 0,9+0,2 bB 1,940,1 aA 2,1+0,2bA 1,740,1 bA
9 0,05 0,05 1,3#0,2 aC 1,6+0,2 aC 3,5+0,3aA 2,7+0,2 aB

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha nédo diferem entre si pelo teste de

Scott Knott (p<0,05). n=11 a 47.

A Figura 5 apresenta o aspecto morfolégico dos brotos multiplicados nos

nove tratamentos testados, ao final da 4° subcultivo.

A formacdo de brotos

ocorreu em todos os tratamentos e que, maneira geral, 0s maiores alongamentos

ocorreram nas concentracfes mais elevadas de AIB, as quais, entretanto

apresentaram foliolos menos expandidos e com sinais de vitrificacdo. Embora ndo
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Figura 5. Aspecto dos brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae), durante a
fase de multiplicac&o, cultivados em ¥4 MS com BAP/AIB (0,00; 0,01, 0,05 mg.L-1), no 60° dia
de cultivo da 4° subcultivo. a. 0,00/0,00. b. 0,00/0,01. c. 0,00/0,05. d. 0,01/0,00. e. 0,01/0,01. f.
0,01/0,05. g. 0,05/0,00. h. 0,05/0,01. i. 0,05/0,05.
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quantificado, foi observado também que, durante um mesmo subcultvo e em um
mesmo tratamento, os clones podem responder muito diferentemente, tanto na
multiplicacdo (Figura 6), quanto no alongamento (Figura 7). Assim, como
apresentado, respectivamente nas Figuras 6 e 7, o clone 12 se multiplica mais do
gue o 8 e o clone 6 se alonga mais do que 18, demostrando diferenca na resposta
dos clones aos tratamentos. Da mesma maneira, 0 comportamento de um mesmo
clone pode variar muito, tanto em subcultivos diferentes, quanto em um mesmo
subcultivo, como indica a Figura 8, na qual o clone 11 apresenta novas brota¢cdes
em um dos recipientes de cultivo e apenas alongamento dos explantes em outro

recipiente, ambos no durante o 42 subcultivo.

e
S

P, S~

Figura 6. Aspecto morfolégico dos brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.
(Bignoniaceae), durante a fase de multiplicacdo, cultivados em ¥4 MS com BAP/AIB 0,05/0,05
mg.L'l, no 60° dia do 4° subcultivo. a. Clone 12. b. Clone 8. Observe que quantidade de brotos
por explante € muito maior no clone 12, embora o comprimento dos brotos sejam equivalentes
nos dois clones.
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Figura 7. Aspecto morfologico dos brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.
(Bignoniaceae), durante a fase de multiplicacéo, cultivados em ¥ MS com BAP/AIB 0,05/0,00
mg.L'l, no 60° dia do 4° subcultivo. a. Clone 6. b. Clone 18. Observe que o comprimento dos
brotos é muito maior no clone 6, embora a quantidade de brotos por explante seja equivalente
nos dois clones.

Figura 8. Aspecto morfolégico dos brotos do clone 11 de Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum. (Bignoniaceae), durante a fase de multiplicag&o, cultivados em ¥ MS com BAP/AIB
0,01/0,05 mg.L-1, no 60° dia do 4° subcultutivo. Observe o maior nimero de brotacdes por
explante e foliolos mais expandidos em a do que em b, embora seja 0 mesmo clone,
cultivados no mesmo tratamento.

49



3. Enraizamento

O enraizamento de J. ulei foi testado em dois experimentos in vitro e um

experimento ex vitro.

3.1. Experimento 1 —in vitro

No meio com carvao nado ocorreu enraizamento (Tabela 7), embora um
pequeno calo cicatricial tenha se formado na base dos brotos (Figura 9a). A parte
aérea dos brotos se desenvolveu até o 45° dia de cultivo (Figura 9a), porém nao
houve formacdo de novas brotacdes (Tabela 8). Posteriormente a parte superior
dos ramos comecgou a necrosar e as folhas da parte inferior ficaram cloréticas. No
90° dia de cultivo, embora a sobrevivéncia tenha sido de 100% (Tabela 8), todos
0s explantes apresentavam as caracteristicas citadas acima (Figura 9b).

No meio controle, sem carvao, 67% dos brotos enraizaram e
apresentaram, em média, 2,9 raizes adventicias, com a maior raiz medindo cerca
de 2 cm de comprimento (Tabela 7). Entretanto, menos da metade dos brotos
apresentou raizes com alongamento acima de 1 cm (Figuras 9 c-d), isso é, de
maneira geral, as raizes formadas eram curtas e apresentavam apice necrosado
(Figura 9e), indicando uma interrup¢do no desenvolvimento. Além disso, as
raizes adventicias ndo diferenciaram de raizes laterais (Figuras 9c-e). Como no
tratamento com carvéo, no 90° dia de cultivo, a sobrevivéncia foi de 100% e a
parte aérea dos brotos também sofreu necrose, porém o desenvolvimento foi
assegurado pela formacéo de novas brotacfes, observada em 75% dos explantes

(Tabela 8).
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Tabela 7. Enraizamento (%) e desenvolvimento do sistema radicular em brotos em
Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. cultivada em meio ¥4 MS com ou sem carvao ativado,

no 90° dia de cultivo. Média * erro padrao.

Meio Enraizamento Numero Comprimento Brotos com Brotos com raizes =21 cm

(%) de raizes da maior raiz raizes
(cm) laterais (%) % Comprimento da
maior raiz (cm)
Com 0b 0 - - -
Carvéo (24)
Sem 67 a 29+05 21+04 0 44 3,8+0,5
Carvao (24) (16) (16) (16) (16) @)

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
(n)=nmero de repeticdes.

Tabela 8. Sobrevivéncia (%) e caracteristicas da parte aérea dos brotos de Jacaranda
ulei Bureau & K. Schum., durante o enraizamento, em meio ¥4 MS com ou sem carvao

ativado, no 90° dia de cultivo.

Meio Sobrevivéncia (%) Necrose do apice (%) Nova brotacao (%)
Com Carvéao 100 100 a Ob
Sem Carvao 100 71 b 75 a

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott

(p<0,05). n=24.
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Figura 9. Desenvolvimento dos brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum.
(Bignoniaceae), durante a fase de enraizamento, em meio ¥ MS. a-b. Brotos n&o
enraizados em meio com carvao. Observe calo cicatricial na base do ramo (a, circulo preto).
c-e. Brotos enraizados (setas curtas) em meio sem carvao. Observe e os 4pices caulinares
vivos, no 30° dia (a e ¢) e necrosados (setas longas), no 90° dia de cultivo (b,d-e).
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3.2. Experimento 2 —in vitro

O enraizamento em meio com carvao ativado adicionado de AIB nas
concentracdes de 0,01 e 0,1 mg.L™ foi testado. Os resultados foram semelhantes
aos observados em meio com carvdo e sem AIB, no experimento anterior, isso €,

no 90° dia de cultivo todos os brotos sobreviveram, porém nédo enraizaram.

3.3. Experimento 3 - ex vitro

O objetivo deste experimento foi avaliar o enraizamento dos brotos e,
concomitantemente, aclimatiza-los em estufa. Nestas condicdes, no 90° dia de
cultivo, 79% dos brotos enraizaram e apresentaram aproximadamente 2 raizes
adventicias por broto, com a maior raiz medindo 4,6 cm de comprimento, em
média (Tabela 9). Em estufa, 90% dos brotos apresentou raizes alongadas, com 5
cm de comprimento em média e, 34% dos brotos apresentaram raizes laterais.
As Figuras 10 a-b ilustram o desenvolvimento das plantas enraizadas, mostrando
parte aérea com entrends alongados e folhas compostas imparipinadas, as quais
aumentam o numero de foliolos da base para o &pice do caule (3, 5 e 7 foliolos) e
nao possuem sintomas de deficiéncia nutricional.

A andlise anatbmica da base do caule (Figuras 11 a-d), na regido onde a
raiz adventicia emerge, confirma que a vascularizacdo da raiz esta conectada
com a do caule (Figuras 11 c-d). Além disso, a reacdo com lugol nesta regido
indica que o amido existente (Figura 11b) € hidrolisado durante a diferenciacdo da

raiz (Figura 11d).
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Como no experimento 1, no 90° dia de cultivo, a sobrevivéncia da parte
aérea foi elevada (98%), entretanto, como ndo ocorreu necrose dos apices, 0S
quais continuaram a se desenvolver (Figuras 10 a-b), apenas 6% dos brotos
apresentaram novas brotacdes (Tabela 10). Além disso, os sintomas de
vitrificacdo da parte aérea, observados durante a fase de multiplicacéo,
desapareceram e os foliolos passaram a se expandir normalmente (Figuras 10 a-

b).

Tabela 9. Enraizamento (%) e desenvolvimento do sistema radicular em brotos em
Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. em vermiculita, sob condicdes de estufa, no 90° dia
de cultivo. Média + erro padréo.

Enraizamento Numero Comprimento Brotos com raizes Brotos com raizes =1 cm

o . \ . o
(%) de raizes da maior raiz laterais (%) % Comprimento da
(cm) : .
maior raiz (cm)
79 2,1+0,2 4605 34 90 50+0,6
(52) (42) (412) (41) (41) (37)

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

(n)=nUimero de repeticdes.

Tabela 10. Sobrevivéncia (%) e caracteristicas da parte aérea dos brotos de Jacaranda
ulei Bureau & K. Schum., durante o enraizamento em vermiculita, sob condi¢cbes de

estufa, no 902 dia de cultivo.

Sobrevivéncia (%) Necrose do apice (%) Nova brotacao (%)
98 0 6
(52) (51) (51)

(n)=nimero de repeti¢cdes
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Figura 10. Plantas de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae), multiplicados in
vitro, durante a fase de enraizamento ex vitro, em estufa, apés 90 dias de cultivo em
vermiculita. a. Aspecto geral das plantas, apresentado o vigor da parte aérea. b. Detalhe do
sistema radicular com duas raizes adventicias (setas). Barra = 1 cm.
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Figura 11. Estudo anatbmico de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae),
apresentado a regido cambial (setas curtas), durante a fase de enraizamento ex vitro, em
estufa, apés 90 dias de cultivo em vermiculita. a-b. Antes do enraizamento. c-d. Apds o
enraizamento. b e d. Apos reacdo com lugol, respectivamente com (setas longas) e sem
amido. ¢ e d. Apresentado raiz adventicia (setas longas). Barra = 100 pm.
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3.4. Enraizamento durante a fase de multiplicagcéo in vitro

Considerando a formacdo de raizes durante a fase de multiplicacéo, o
enraizamento foi observado, com o intuito de verificar a necessidade de uma fase
especifica para este fim. Assim, o enraizamento foi avaliado em todos os
tratamentos com BAP/AIB, no 90° dia do 6° subcultivo.

As maiores porcentagens de enraizamento ocorreram na auséncia de
reguladores de crescimento ou nas combina¢gées BAP/AIB 0,00/0,01 e 0,01/0,01
mg.L?, respectivamente 48%, 63% e 36%, as quais diferiram significativamente
dos demais tratamentos. Nessas condi¢des, ocorreu a formacéo de 2 ou 3 raizes
adventicias por broto, com a maior raiz medindo cerca de 1 cm de comprimento,
(Tabela 11); entretanto, as porcentagens de brotos que apresentaram raizes
alongadas, maiores que 1 cm nao ultrapassou 40% (Tabela 11). Nos tratamentos
com a concentracdo mais elevada (0,05 mg.L™) tanto de BAP, quanto de AIB, a
porcentagem de enraizamento ndo ultrapassou 25%. A diferenciacao de raizes
laterais ndo ocorreu em nenhum dos tratamentos.

Como nos experimentos de enraizamento, no 90° dia de cultivo, a
sobrevivéncia da parte aérea (Tabela 12) foi elevada em todos os tratamentos
(acima de 93%). Embora, de maneira geral as brotacdes permanecessem
vigorosas ap0s 3 meses de cultivo, a ocorréncia de necrose dos apices ocorreu
em todos os tratamentos, variando entre 5% e 50% (Tabela 12). Considerando
gue os tratamentos ja tinham a funcdo de induzir a formacéo de brotacao, este
parametro ndo foi avaliado, como nos experimentos de enraizamento. A figura 5c

ilustra o enraizamento durante a fase de multiplicacao.
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Tabela 11. Enraizamento (%) e desenvolvimento do sistema radicular em Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. durante a

fase de multiplicagéo in vitro, em todos os tratamentos com BAP/AIB, no 90° dia do 6° subcultivo. Média * erro padrao.

Tratamento Enraizamento NUmerode raizes Comprimento da  Brotos com Brotos com raizes = 1 cm
BAP AIB (mg.L™) (%) maior raiz (cm) raizes laterais
(%) % Comprimento da
maior raiz (cm)
0,00 0,00 48 b 22+04 1,3+£0,5 0 40 25+172
(31) (15) (15) (15) (15) (15)
0,00 0,01 63 a 24+0,3 1,2+0,3 0 32 27+04
(30) (19) (19) (19) (19) (19)
0,00 0,05 19 ¢ 3,0+0,7 0,3+0,1 0 0 0,3+0,1
(31) (6) (6) (6) (6) (6)
0,01 0,00 12 ¢ 1,0+0,0 0,9+0,3 0 67 1,2+0,2
(25) 3 3 3 3 2)
0,01 0,01 36 b 28+04 09+0,5 0 22 3,0£2,0
(25) 9 Q) 9 9) 2)
0,01 0,05 17 ¢ 3,8+0,6 0,6 +0,2 0 20 15
(30) 5 5 5 5) 1)
0,05 0,00 15 ¢ 2,2+0,9 1,3+04 0 33 2,7+0,2
(39) (6) (6) (6) (6) (2)
0,05 0,01 2 c 1,0+0,0 4,5 0 100 4,5
(41) ) ) 1) ) (n=1)
0,05 0,05 23 ¢ 1,7+£0,3 1,3+0,6 0 43 26+172
(30) ) ) ) ) 3)

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05). (n) = nimero de repeti¢des.
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Tabela 12. Sobrevivéncia (%) e caracteristicas da parte aérea dos brotos de Jacaranda
ulei Bureau & K. Schum., durante a fase de multiplicagdo em todos os tratamentos com
BAP/AIB, no 90° dia do 6° subcultivo.

Tratamento Sobrevivéncia (%) Necrose do apice (%)
BAP AIB (mg.L™)
0,00 0,00 100 a 16 b
(31) (31)
0,00 0,01 100 a 50 a
(30) (30)
0,00 0,05 93 b 34 a
(31) (31)
0,01 0,00 100 a 20 b
(25) (25)
0,01 0,01 100 a 8 b
(25) (25)
0,01 0,05 100 a 17 b
(30) (30)
0,05 0,00 100 a 5 b
(39) (39)
0,05 0,01 100 a 41 a
(41) (41)
0,05 0,05 100 a 33 a
(30) (30)

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de

Scott Knott (p<0,05). (n) = nimero de repeti¢des.

3.5. Comparacdo do enraizamento in vitro, ex vitro, e na fase de

multiplicacao.

A comparacdo do enraizamento nos melhores tratamentos da fase de
multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), in vitro (sem
carvao), ex vitro (em estufa) foi realizada, a fim de avaliar estatisticamente a
condicdo mais adequada para J. ulei. A Tabela 13 apresenta os resultados.
Observa-se que as maiores porcentagens de enraizamento foram observadas em

0,00/0,01 mg.L* de BAP/AIB, em meio sem carvdo e ex vitro, respectivamente
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63%, 67% e 79%, e ndo diferem estatisticamente entre si. O nimero médio de
raizes por planta, variou entre 2 e 3, e, da mesma forma que a média do
comprimento da maior raiz acima de 1 cm, nao diferiu estatisticamente nas
diferentes condicdes de cultivo. O demais parametros analisados (comprimento
meédio da maior raiz, porcentagens de brotos com raizes laterais e de brotos com
raizes de comprimento acima de 1 cm) foram significativamente superiores no

enraizamento em estufa.

A porcentagem de sobrevivéncia foi elevada em todas as condigbes e nao
diferiram significativamente. Em condicbes ex vitro ndo ocorreu necrose dos
apices, que se mantiveram em desenvolvimento. Este resultado néo foi
estatisticamente diferente de 0,0/0,0; e 0,01/0,01 mg.L* de BAP/AIB,
respectivamente 16% e 8%. Nos demais tratamentos a porcentagem de brotos
com apices necrosados foi elevada (acima de 50%). A ocorréncia de novas
brotacBes se difenciando nas gemas axilares, abaixo do &pice, foi observada em
todas as condicbes, porém foi avaliada apenas in vitro (meio sem carvao) e ex
vitro. Nestas duas condicfes, constatou-se que a formacdo de novas brotacdes
esta relacionada com necrose do apice. Ex vitro, como nao ocorreu necrose dos
apices, a porcentagem de brotos com novas brotacdes foi baixa (6%), enquanto
que in vitro, estes dois parametros foram muito levados e significativamente

diferentes, respectivamente, 71% e 75%.
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Tabela 13. Comparacdo do enraizamento (%) e desenvolvimento do sistema radicular de Jacaranda ulei

Bureau & K. Schum. em diferentes condicdes: durante a fase de multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e

0,01/0,01 mg.L™), in vitro (meio sem carvao) e ex vitro (estufa), no 90° dia de cultivo. Média * erro padrao.

CondicGes de Enraizamento NUmero Comprimento Brotos com Brotos com raizes = 1 cm
cultivo (%) de raizes da maior raiz raizes
(cm) laterais (%) (%) Comprimento da
maior raiz (cm)
Multiplicacéao
BAP/AIB (mg.L™)
0,00 0,00 48 b 22+04 a 1,3+0,5 0O b 40 b 25+12 a
(31) (15) (15) (15) (15) (15)
0,00 0,01 63 a 24+03 a 1,2+0,3 0 b 32 b 27+04 a
(30) (19) (19) (19) (19) (19)
0,01 0,01 36 b 28+04 a 09+0,5 0O b 22 b 30+£20 a
(25) (9) 9) 9) 9) (2)
In vitro 67 a 29+05 a 2,1+04 0O b 44 b 38+05 a
(sem carvao) (24) (16) (16) (16) (16) @)
Ex vitro 79 a 21+0,2 a 46+0,5 34 a 90 a 50+06 a
(52) (41) (41) (41) (41) (37)

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

(n) = numero de repeticdes.
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Tabela 14. Comparacado da sobrevivéncia (%) e das caracteristicas da parte aérea dos
brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., durante o enraizamento em diferentes
condi¢cbes: durante a fase de multiplicagdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01

mg.L™), in vitro (meio sem carvéo) e ex vitro (estufa), no 90° dia de cultivo.

Condicdes de cultivo Sobrevivéncia Necrose do apice Nova brotacao

(%) (%) (%)
BAP AIB (mg.L™)
0,00 0,00 100 a 16 c -
(31) (31)
0,00 0,01 100 a 50 b -
(30) (30)
0,01 0,01 100 a 8 c -
(25) (25)
In vitro 100 a 71 a 75 a
(sem Carvao) (24) (24) (24)
Ex vitro 98 a 0 c 6 b
(52) (51) (51)

Médias seguidas da mesma letra miniscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott (p<0,05). (n) = nimero de repeti¢des.

4. Aclimatizagéo

A aclimatizacdo das plantas foi realizada em estufa e posteriormente em

casa de vegetacao.

4.1. Estufa

Os brotos enraizados ex vitro e enraizados durante a fase de multiplicacéo

foram aclimatizados em estufa.

4.1.1. Brotos enraizados ex vitro

Todas as 6 plantas transferidas para viveiro morreram apos 3 meses de
cultivo, por esta razdo as demais foram mantidas na estufa. No 18° més de
cultivo, a sobrevivéncia dessas das plantas (n=41) foi de 71%. De maneira geral,

apenas uma planta se desenvolveu por recipiente de cultivo. A figura 12 ilustra o
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aspecto das plantas enraizadas, apresentando o vigor da parte aérea, que se
desenvolveu (cf. Figura 10b), aumentando o nimero de nds e o comprimento dos
entrenés (dados ndo apresentados). As folhas compostas se espandiram e,
namero de foliolos crescente da base para o apice, variou entre 3 e 5 nos noés
mais inferiores e de 7 a 9 nos ndés superiores (cf. Figura 12a).

O sistema radicular, nesta fase, ainda menos desenvolvido do que a parte
aérea (Figura 12b), apresenta uma raiz adventicia axial mais longa e algumas
raizes laterais. Em todas as plantas observadas formaram uma curvatura mais ou
menos acentuada na regido da base do caule com a raiz adventicia axial (Figura

12b).

4.1.2. Brotos enraizados durante a fase de multiplicacéo

No 90° dia de cultivo a sobrevivéncia das plantas (n=11) foi de 82%. No 18°
més o desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular era semelhante ao
dos brotos enraizados ex vitro. (Figura 12). No 24° més a sobrevivéncia

permaneceu 82%.

4.2. Casa de vegetacao

As plantas transplantadas para vasos de polipropileno e cultivadas durante

seis meses em casa de vegetacdo (totalizando 24 meses de aclimatizacéo),

apresentaram 100% de sobrevivéncia.
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Figura 12. Plantas de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae) multiplicados in vitro e
enraizadas ex vitro, durante a fase de aclimatizacdo em estufa, apds 18 meses de cultivo em
latossolo vermelho. a. Aspecto geral das plantas, apresentado o vigor da parte aérea. b. Detalhe
do sistema radicular desenvolvido com uma raiz adventicia axial (seta longa) e duas raizes
laterais (setas curtas). Barra =1 cm.

A parte aérea vigorosa (Figuras 13 a-c) apresentou alongamento entre 15 e
20 cm de comprimento. A formacdo de novas brotacbes na parte aérea foi
observada em 57% das plantas (Figuras 13 a e c). As folhas, até entao,
compostas de 3, 5, 7 ou 9 foliolos, comecam, gradativamente, a adquirir, nos
niveis superiores, a morfologia bipinada (Figura 13b).

O sistema radicular se desenvolveu com o espessamento e alongamento
de uma raiz axial, com cerca de 25 cm de comprimento e numerosas raizes
laterais (Figura 13c). Além disso, observou-se a presenca de jovens brotacdes se
desenvolvendo a partir da estrutura subterranea, formada na regido da base do

caule com a raiz adventicia axial (Figuras 13 c-d).
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Figura 13. Plantas de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae) propagadas in
vitro. Fase de aclimatizacdo em casa de vegetacdo, apos 24 meses de cultivo em latossolo
vermelho. a. Aspecto geral das plantas, apresentado o vigor da parte aérea, com novas
brotacbes (setas) se desenvolvendo a partir do caule. b. Detalhe das folhas compostas, na
base do caule, e diferenciacdo gradativa em bipinadas, nos niveis superiores (circulos). c.
Planta apresentado brotacfes (setas) e sistema radicular com uma raiz adventicia axial
(cabeca de seta) e varias raizes laterais. d. Detalhe das jovens brotacdes (setas), se
desenvolvendo a partir da estrutura subterranea (regido da conexdo da raiz axial com o
caule), a qual apresenta espessamento e curvatura (cabeca de seta) caracteristicos de
xilopédio. Barra = 1,5 cm.
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DISCUSSAO

1. Fase de estabelecimento

1.1. Desinfestacao

A desinfestacdo dos explantes é uma das etapas primordiais para a cultura
de tecidos (Srivastava et al. 2010). Uma das maiores dificuldades nesta fase
consiste em obter explantes axénicos e vivos apos o tratamento de desinfestacao
(Gratapaglia & Machado 1998). Para superar esta limitacdo, a germinacédo de
sementes in vitro tem sido muito utilizada na fase de estabelecimento de espécies
do cerrado (Moreira et al. 2000; Nicioli et al. 2008; Silva et al. 2008; Martins et al.
2011).

Em J. ulei, sementes coletadas de cinco diferentes matrizes, apresentaram
elevadas porcentagens de desinfestacdo, acima de 95%, indicando que a imersao
em alcool 70%, por 1 min, e hipoclorito de sédio comercial, por 15 min, sao
suficientes para descontaminar as sementes da espécie. Protocolos semelhantes
foram igualmente eficientes para desinfestar sementes de plantas nativas como
Kielmeyera coriaceae (Arello & Pinto 1993), Jacaranda mimosaefolia (Maruyama
2003) e Alibertia edulis (Silva et al. 2008). Estes procedimentos sdo de extrema
importancia visto que facilitam a propagacdo das espécies do Cerrado,

proporcionando o uso racional e sustentavel da flora do Bioma.
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1.2. Geminacao e morfologia da plantula e da planta jovem

A germinacao em plantas é um processo fisiolégico complexo que se inicia
com a embebicdo da semente e termina com a emergéncia da radicula
(Labouriau 1983; Bewley & Black 1994). O vigor da germinacédo € determinado
pela capacidade do embrido, incorporado no interior da semente, em retomar
suas atividades metabdlicas de forma coordenada e sequencial (Rajjou et al.
2012). No Cerrado € relativamente comum encontrar espécies nativas que
possuem baixa germinabilidade, o que €& compensado com sistemas de
propagacéao vegetativa (Hoffman 1998; Silva et al. 2009).

E também frequente no cerrado a ocorréncia de espécies nas quais a
germinacao ocorre apos um periodo de dorméncia. Diversos mecanismos de
dorméncia ja foram relatados incluindo a impermeabilidade do tegumento,
dorméncia fisiolégica e inibidores de germinacdo (Baskin & Baskin 2004). Essa
situacao néo foi observada em J. ulei, pois a germinagdo das sementes se iniciou
10 dias ap6s a inoculacdo e, de maneira geral, a germinabilidade foi elevada,
acima de 90% em 30 dias de cultivo. Esses resultados indicam que as sementes
da espécie ndo possuem dorméncia.

Entretanto, a germinabilidade foi significativamente inferior em uma das
matrizes, que apresentou 75%. Este resultado indica que o potencial germinativo
das sementes pode variar mesmo entre plantas de uma mesma populacao. Isso
mostra a importancia da selecdo de matrizes, para identificar a procedéncia das
sementes e analisar separadamente a germinabilidade de cada uma, a fim de
garantir a domesticacdo da espécie com vistas ao seu uso racional. E importante
mencionar que as sementes usadas nestes experimentos foram recém-coletadas

(até trés meses de coleta). Estudos adicionais mostraram que nas sementes com
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tempo de coleta superior a seis meses, a germinabilidade foi sensivelmente
reduzida, como €é caracteristico de outras espécies do género Jacaranda (Lorenzi
1992) e Tabebuia (Pinto et al. 1986), que perdem a viabilidade rapidamente, em
geral apoés trés ou quatro meses de coleta.

Sementes que néo toleram dessecacgao, a graus de umidade entre 15% e
20%, sao classificadas como recalcitrantes (Roberts 1973). Embora, a perda de
agua pelas sementes recalcitrantes resulte no declinio da viabilidade, existe uma
gradacdo consideravel na sensibilidade a dessecacdo (Fonseca & Freire 2003).
Com base nessa gradacéo, Farrant et al. (1988) propuseram que as sementes
recalcitrantes podem ser classificadas em “altamente”, "moderadamente” e
“‘minimamente” recalcitrantes. Dentro dessa perspectiva as sementes de J. ulei se
enquadrariam como moderadamente recalcitrantes, devido a perda de viabilidade
de boa parte das sementes. Por outro lado, Wetzel (1997) observou que essa
espécie ndo teve perda significativa da viabilidade das sementes apds
dessecacdao, ou seja, as sementes de J. ulei teriam um perfil ortodoxo. Assim, sédo
necessarios mais estudos sobre a germinabilidade dessa espécie para determinar
as causas dessa inconsisténcia.

Estudos sobre a ontogénese de plantulas e plantas jovens tém sido
realizados com diversas finalidades, entre elas para ampliar o conhecimento
sobre determinada espécie ou agrupamento sistematico de plantas, para facilitar
a identificacdo de plantas de uma regido, dentro de um enfoque ecoldgico
(Oliveira 1993), bem como para auxiliar na identificacdo de espécies em estudos
de regeneracao natural de &reas degradadas (Araujo Neto et al. 2002).

As plantulas e plantas jovens de J. ulei apresentam folhas compostas
imparipinadas e opostas desde o primeiro par de eofilos, como € caracteristica da

familia (Barroso et al. 1991; Costa et al. 2011). Entretanto diferem da planta
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adulta, a qual possui folhas bipinadas (cf. Figura 1a). A folha composta das
plantas jovens de 120 dias de cultivo in vitro apresenta numero crescente de
foliolos (trés, cinco e sete), semelhante as folhas das brotagdes da raiz da planta
adulta crescendo no campo (cf. Figura 2b), confirmando para a espécie que
brotacBes do sistema radicular apresentam caracteristicas juvenis.

Nas plantas normais, até 120 dias de cultivo, a raiz priméria se alonga,
porém praticamente ndo ha desenvolvimento do sistema radicular por meio da
formacdo de raizes laterais. O alongamento da raiz priméaria, logo apos a
germinacao, é o padrdao comum nas espécies do Cerrado, como ocorreu em J.
ulei, porém a formacdo de raizes laterais € geralmente precoce, como em
Byrsonima basiloba e Eugenia dysenterica, germinadas in vitro, em condicfes
semelhantes, que iniciam a expansao de raizes laterais respectivamente a partir
do 142 e 45° dia de cultivo (Silveira et al. 2012).

Estudos morfoldgicos de plantulas e de plantas jovens indicam que, em
geral, a conexdao da base do hipocétilo com a raiz pivotante € uma estrutura
continua verticalmente (Oliveira 2001). A conexao lateral da raiz no xilopodio foi
observada tanto em Brosimum gaudichaudii Tréc. (Palhares & Silveira 2007),
como também em Byrsonima basiloba (Silveira et al. 2012), ambas espécies
xilopodioforas do Cerrado. Em plantulas de J. ulei, este tipo de conexao lateral
também foi observada, isso €, a regiao do coleto é obliqua, em relacéo ao caule.

A ocorréncia de plantulas anormais é comumente relatada na literatura,
inclusive para outras espécies da familia, como em Tabebuia impetiginosa (Matrt.).
Standl., na qual foi registrado 20% de plantas anormais, em um lote de sementes
que apresentou 73% de germinagao (Gemaque et al. 2002). No Cerrado estas
anormalidades estdo frequentemente associadas a ma formacdo do sistema

radicular, de maneira geral pela necrose ou degeneracdo da regido apical da raiz
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primaria (Cury 2008; Silveira et al. 2012), como ocorreu em J. ulei. Porém, como
em Byrsonima basiloba (Pereira 2002), as partes aéreas destas plantas produzem
explantes aptos a serem utilizados na fase de multiplig&o.

Para J. ulei, estudos sobre a ontogenia de individuos juvenis sé&o
inexistentes na literatura. Assim, 0s resultados ora apresentados poderao
contribuir para a caracterizacdo dos diferentes estagios do desenvolvimento a
espécie, como também para avaliar a fidelidade morfolégica das plantas
produzidas por cultura de tecidos, em relagdo as plantas produzidas em

condi¢bes naturais.

2. Fase de multiplicacao

2.1. Efeito da diluicdo do meio MS

Para micropropagacao de espécies lenhosas, na fase de multiplicacdo e
subcultivos, a diluicdo do meio MS tem se mostrado efetiva (Silva et al. 2008). Em
geral, a diluicdo mais frequentemente utilizada é a metade para macro e
microelementos, como observado em Vitis vinifera (Akbas et al. 2004)
Stryphnodendron polyphythum (Franca et al. 1995), Kielmeyera coriacea (Pinto et
al. 1994), Acacia mearnii (Quoirin et al. 2001), Stryphnodendron adstringens
(Nicioli et al. 2008) e Macrosyphonia velame (Martins et al. 2011).

Outras diluicbes do meio MS também tém apresentado resultados
relevantes na multiplicacdo de plantas por cultura de tecido. Na propagacao de
Alibertia edulis, macro e microelementos de MS diluidos a quarta parte
favoreceram o desenvolvimento de brotacfes vigorosas na fase de multiplicacéo

e nos subcultivos sucessivos (Silva et al. 2008). Da mesma forma, explantes
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provenientes de plantulas de J. ulei, com 60 dias cultivo na fase anterior, foram
multiplicados em meio ¥ MS, como indicado por Fukuda et al. (2009), no qual foi
observado a formacdo de multibrotagbes em todos os subcultivos realizadas,

indicando que esta diluicdo é adequada a propagacao da espécie.

2.2. Multiplicagéo e subcultivos

Na fase de multiplicagdo o objetivo € estabelecer as condi¢cdes que
propiciem a obtecdo do maior niumero de brotos possivel, porém, € imprescindivel
gue sejam vigorosos e sem sintomas de vitrificacdo, clorose ou nanismo. Para
isso, uma citocinina, combinada ou ndo com uma auxina, normalmente é
adicionada ao meio de cultura. A concentracdo ideal desses reguladores de
crescimento deve assegurar a manutencéo da taxa de multiplicacéo e o vigor das
brotacées nos subcultivos sucessivos e a producdo de brotos aptos a serem
enraizados na fase seguinte.

Para atender a estes objetivos, considerando que J. ulei é uma espécie
subarbustiva, portanto com as gemas laterais menos inibidas pela da dominéancia
apical, optou-se por testar concentracdes baixas, da ordem de 1/100, de BAP e
AIB. Nos tratamentos testados, nos quatro subcultivos sucessivos, de maneira
geral, o nimero de brotos variou entre 1 e 2, com excec¢ao de alguns tratamentos
do segundo subcultivo cujas as médias ficaram em torno de 3. Embora estes
valores ndo sejam considerados elevados, eles sdo semelhantes aos observados
em outras espécies do Cerrado, como em Macrosyphonia velame, também de
porte arbustivo, na qual 0,25 mg.L™ de BAP promoveu a proliferacdo de 4,4
brotos por explante (Martins et al. 2011) ou em Stryphnodendron polyphytum

(Franca et al. 1995) e Stryphnodendron adstringens (Nicioli et al. 2008), ambas e
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arbdreas, que apresentaram, respectivamente, 3,6 e 3 brotos por explante, como
maiores taxas de proliferacdo, em concentracbes de BAP 100 vezes mais
elevadas. E importante assinalar que, nessas espécies, esses resultados foram
observados em um unico subcultivo, e, portanto, ndo estdo assegurados nos
subcultivos seguintes.

Em J. ulei, as médias mais elevadas de numero de brotos, observadas no
do segundo subcultivo (2,8 e 3 brotos por explante), indicam que a espécie
apresenta potencial para aumentar a taxa de multiplicacdo. Isso poderia ser
alcancado com o aumento da concentragcdo de BAP. Entretanto, na maior
concentracdo testada, 0,05 mg.L™, combinda com a mesma concentracédo de AlB,
embora tenha sido observado os maiores comprimentos de brotos (3,5 cm e 2,7
cm, respectivamente no 3° e 4° subcultivos), foram observados sintomas de
vitrificagdo dos brotos, como reducdo no tamanho dos foliolos. Essas
caracteristicas sugerem que concentracdes superiores poderiam acentuar estes
sintomas. Assim, uma alternativa para maximizar a brotacdo em J. ulei seria testar
outras citocininas e selecionar genétipos que se adaptem as condic¢des testadas.

Em J. ulei, o comprimento médio dos brotos aumentou ou se manteve em
todos os tratamentos até o 3° subcultivo. O maior valor foi 3,5 cm, observado em
BAP/AIB 0,05/0,05 mg.L™, porém, comprimentos acima de 1,5 cm ocorreram em
quase todos os tratamentos nos diferentes subcultivos. Brotos com comprimentos
dessa ordem sdo adequados ao enraizamento direto, isso quer dizer que a
espécie nao necessita de uma fase especial para o alongamento. Estes valores
também indicam que o padrdo de multiplicacdo de J. ulei ndo é o de produzir
multibrotacées com grande nimero de brotos e sim, brotos longos que podem ser
excisados em dois ou mais explantes, 0 que aumentaria em muito a taxa de

multiplicagéo. Para avaliar este padrao, novos experimentos devem ser realizados
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contabilizando a multiplicacdo pelo nimero de explantes produzidos por broto, ao
invés do nimero de brotos por explante, como foi feito.

Porém, com base nos resultados dos experimentos realizados nesse
trabalho, embora em todos os tratamentos os explantes tenham apresentado
desenvolvimento, o tratamento BAP/AIB  0,05/0,05 mg.L" favoreceu
simultaneamente as maiores médias de multiplicagédo (dois brotos por explante) e
comprimento (3,5 cm), sendo portanto o mais indicado para a espécie.

Adicionalmente, em todos os subcultivos é interessante notar que 0s
explantes do tratamento controle, ou seja, sem reguladores de crescimento,
apresentaram uma taxa de multiplicacdo similar aqueles que continham essas
substancias. Resultado semelhante foi também verificado, em um Unico
subcultivo, por Martins et al. (2011), com Macrosyphonia velame (St. Hil.)
(velame), onde o meio sem adicdo de citocinina promoveu a proliferacdo de
brotos (quatro brotos por explante). Da mesma forma, Mantovani et al. (1999)
constataram que a multiplicacdo, crescimento e qualidade das brotacbes de
caixeta (Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch.) foram melhores na
auséncia do que na presenca de BAP ou TDZ exdgeno e que a presenca dessas
substancias diminuiram os parametros analisados.

Vérios estudos realizados com espécies endémicas do Cerrado tém
confirmado que, de modo geral, auséncia ou reduzidas concentracbes de
citocininas sdo mais adequadas ao desenvolvimento in vitro dessas espécies
(Martins et al. 2011). Porém, em subcultivos sucessivos sem substancias de
crescimento, normalmente os explantes ndo resistem ou, quando isSso ocorre, nao
produzem novas brotacdes, como ocorreu em Alibertia edulis (Silva et al. 2008), a
partir do 1° subcultivo. Em J. ulei esta capacidade se manteve em valores

comparaveis aos apresentados na maioria dos outros tratamentos, em todos os
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subcultivos. Isso pode inferir que os explantes dessa espécie ndo necessitam da
adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura quando cultivados in
vitro. Esse fato sugere que o0s explantes tenham capacidade de producéo
enddogena de horménios em quantidades suficientes para a manutencdo da
organogénese. Concomitantemente, € também possivel que esses explantes
sejam insensiveis a reguladores de crescimento exdgenos. Em Pinus pinea foi
observado que os explantes adquiriram insensibilidade a presenca de citocinina
exdgena com o tempo (Valdés et al. 2001). Entretanto nossas observacdes se
tornam ainda mais interessantes, visto que, em J. ulei, os explantes ndo se
tornam insensiveis a presenca de reguladores de crescimento com a idade, mas
ja manifestam essa caracteristica desde o primeiro subcultivo. Estudos visando a
determinacdo dos niveis hormonais enddgenos, como ja realizado para outras
espécies nativas do Brasil (Peres et al. 1997), poderiam elucidar sobre a
capacidade dos explantes de J. ulei em produzir estas substancias.

Finalmente, a reducdo nas médias de multiplicacdo e comprimento,
observadas no 4° subcultivo, ocorreu em decorréncia da transferéncia das
culturas para a sala de cultivo das novas instalacées do Laboratério de Cultura de
Tecidos. No momento da transferéncia nem todas as condigbes estavam
adequadamente ajustadas o que reduziu o desenvovimento das brotagdes. Nos
subcultivos seguintes (5% 6° e 7° subcultivos) os resultados foram semelhantes

aos observados no 32 subcultivo (dados ndo apresentados).

3. Enraizamento e desenvolvimento da parte aérea

O enraizamento de brotos multiplicado por cultura de tecidos pode ser

realizado in vitro ou ex vitro. Estes dois processos foram testados para J. ulei,
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neste trabalho, e, em ambos os casos os resultados foram observados aos 902

dia de cultivo.

3.1. Enraizamento in vitro

In vitro, 0 enraizamento é normalmente obtido em solu¢cbes minerais
diluidas e em presenca de uma auxina (Melo et al. 2008). Em Jacaranda
mimosaefolia, mesmo género da espécie em estudo, 100% de enraizamento foi
observado em meio ¥2B5, suplementado AIB sozinho ou combinado com ANA,
enquanto que, em % MS, nas mesmas condicdes hormonais, foi de 80%
(Maruyama 2003). Estes resultados sugerem que solu¢cdes minerais menos
concentradas podem ser mais adequadas ao enraizamento in vitro do género
Jacaranda.

Para espécies que apresentam dificuldades de enraizar, como muitas
espécies lenhosas, outras substancias podem ser adicionadas ao meio de cultura,
a fim de aumentar a porcentagem de enraizamento e a qualidade das raizes. Um
exemplo é carvao ativado, que propiciou o enraizamento de brotos de Dalbergia
miscolobium (Pereira de Sa 1991), espécie do Cerrado, e melhorou a qualidade
do sistema radicular de Fraxinus americana e F. pennsylvanica (Preece et al.
1987).

O enraizamento in vitro de J. ulei foi testado em meio ¥4 MS, com ou sem
carvdo. No meio sem carvao, 69% dos brotos enraizaram, com média de 2,9
raizes por broto e 2,1 cm de comprimento da maior raiz. Embora este resultado
possa ser considerado satisfatorio, apenas 44% dos brotos enraizados
apresentaram raizes maiores que 1 cm, isto €, de forma geral eram raizes curtas,

que via de regra ndo proporcionam bons resultados nas fases seguintes, embora
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este resultado possa variar de espécie para espécie e nao seja consenso na
literatura (Grattapaglia & Machado 1998). Além disso, foi observada a ocorréncia
de necrose dos apices radiculares e ndo houve formacgdo de raizes laterais. A
auséncia de raizes laterais pode limitar a absorcdo de minerais e
consequentemente o desenvolvimento das brotagcdes, comprometendo a
aclimatacdo das plantas (Santos et al. 2006).

Em J. ulei, a adicdo de carvdo, na concentragdo testada (10 g.L™), inibiu
completamente a diferenciacdo de raizes, embora tenha sido observada a
formacao de um pequeno calo na base dos brotos. O acréscimo de AIB ao meio
com carvao nao melhorou estes resultados. Nesses tratamentos, a necrose da
parte apical dos brotos foi elevada (100% com carvao e 71% sem carvao), sendo
gue a formacéo de novas brotacdées ocorreu apenas no meio sem carvao e em
75% dos brotos.

Resultados antagbnicos sdo comuns na literatura, como em Alibertia edulis,
para a qual presenca de carvao € indispensavel a diferenciacdo de raizes. Nessa
espécie, o0 meio com ou sem AIB, e a mesma concentracdo de carvao utilizada
para J. ulei resultou em 100% de enraizamento (Silva et al. 2008). A presenca de
carvdo (2 g.L") e de AIB também favoreceram o desenvolvimento do sistema

radicular de Caryocar brasiliense (Santos et al. 2006), também do Cerrado.

3.2. Enraizamento ex vitro em estufa

De maneira geral, o enraizamento ex vitro é testado quando os resultados
in vitro ndo foram satisfatérios, embora apresente as vantagens de reduzir o
periodo de cultivo in vitro, o trabalho em laboratério e consequentemente os

custos de producgéo (Hazarika 2006, Martins et al. 2011). Ex vitro, o enraizamento
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de J. ulei foi realizado em vermiculita e em estufa. Nessas condicdes, 79% dos
brotos enraizaram, com médias de 2,1 raizes por broto e 4,6 cm de comprimento
da maior raiz. O sistema radicular se desenvolveu, sem necrose dos apices
radiculares, formando raizes laterais em 34% dos brotos e 90% dos brotos
enraizados apresentaram raizes com 5 cm. Além disso, ndo ocorreu necrose
apical dos brotos e apenas 6% das plantas desenvolveram novas brotacdes.

Observacdes de campo, em plantas adultas de J. ulei, indicam que existe
uma correlacdo na sucessdo da emissao de novas brotacdes na regiao da base
do caule com o sistema subterraneo. Parece que a emissdo de brotacdes esta
condicionada a morte de brotagbes anteriores, provavelmente induzidas por
algum fator de estresse, de forma que a planta permanece com poucas brotagdes
basais, de maneira geral, entre uma e trés (cf. Figura 2a). Essas observacdes
podem indicar que o desenvolvimento das plantas micropropagadas € semelhante
ao da planta em condi¢c0es naturais.

A auséncia de necrose apical, baixa porcentagem de plantas emitindo
novas brotacdes (6%) e o desaparecimento dos sintomas de vitrificacao
confirmam que as condi¢cdes em estufa sdo mais adequadas ao enraizamento de
J. ulei. Segundo PospiSilova et al. (1999), as condi¢cdes de cultivo in vitro podem
resultar na formacao de plantas com morfologia, anatomia e fisiologia anormais,
porém, apos a transferéncia ex vitro, essas mudas podem facilmente corrigir as
anormalidades.

O estudo morfo-anatdmico da base dos brotos, onde se diferenciaram as
raizes adventicias, permitiu confirmar que ndo houve formacéo de calos entre a
raiz e o caule e que a vascularizacéo da raiz se conecta diretamente a do caule. A
presenca de calos na base do broto, nesta fase, dificulta o transporte

principalmente de agua e sais minerais e pode comprometer o desenvolvimento
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das plantas nas fases seguintes (Silveira & Cottignies 1994; Andrade et al. 2000).
A hidrélise do amido presente nas células da base da estaca, durante o
enraizamento, parece estar relacionada com a desdiferenciacdo de células que
dardo origem aos primordios de raiz, uma vez que a fotossintese nos brotos é
relativamente baixa e a formacdo de raizes é um processo que requer energia

proveniente de carboidratos (Assis & Teixeira 1998).

3.3. Enraizamento durante a fase de multiplicagao (in vitro)

A diferenciagcdo e alongamento de primordios radiculares ndo sdo comuns
durante a fase de multiplicagdo. De acordo com Assis & Teixeira (1998), em geral,
a presenca de citocininas exégenas inibe o enraizamento, embora possam
estimular, em algumas espécies, quando utilizadas em baixas concentracfes. Em
J. ulei, a formacédo e o alongamento de raizes foram observados durante a fase
de multiplicacdo. No 90° dia do 6° subcultivo, em todos os tratamentos, cada
explante formou entre 1,0 e 3,8 de raizes adventicias, pouco alongadas (0,3 a 1,3
cm) e nao ramificadas. As maiores porcentagens de enraizamento ocorreram na
auséncia de reguladores de crescimento ou nas combinagcdes BAP/AIB 0,00/0,01
e 0,01/0,01 mg.L", respectivamente 48%, 63% e 36%, indicando que
concentracdes acima de 0,01 mg.L", tanto de BAP, como de AIB inibem o

enraizamento.
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3.4. Comparagdo do enraizamento in vitro, ex vitro, e na fase de

multiplicagao

A comparacdo dos resultados observados durante uma fase de
enraizamento in vitro ou ex vitro, discutidos acima, confirmam a necessidade da
realizacdo de uma fase especifica para o desenvolvimento do sistema radicular
de J. ulei.

Entretanto, na micropropagacdo dessa espécie, alguns aspectos
relacionados ao seu desenvolvimento no campo e sua utilizacdo econdmica
devem se considerados. J. ulei € um subarbusto com potencial ornamental, que
em condi¢des naturais produz poucos ramos, e, portanto poucos cachos de flores
por individuo, além de ter crescimento lento. Desta forma, o enraizamento de
multibrotacées ex vitro, ao invés de brotos isolados, pode representar uma
alternativa, para a produgédo de mudas com muitos ramos, visando sua utilizagao
na forma de macicos, em projetos de paisagismo. Além disso, este procedimento
pode aumentar a producdo de folhas, 6rgdo medicinal comercializado (Nunes et
al. 2003), que sao, de maneira geral, pouco numerosas nos individuos crescendo

Nno campo.

4. Aclimatizacao e desenvolvimento de plantas xilopodi6foras do Cerrado

As espécies arbdreas e arbustivas do Cerrado sdo caracterizadas por
possuirem desenvolvimento lento nos primeiros anos de vida. A literatura afirma
gque nesses anos a planta investe grande parte da energia produzida no
desenvolvimento do sistema radicular (Palhares & Silveira 2007; Silveira et al.

2012).
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Outra peculiaridade dessas espécies € a presenca de estruturas
subterraneas, fundamentais para a sobrevivéncia das plantas no campo, pois
permitem que resistam as secas e as queimadas periddicas a que sao
submetidas, protegendo-as da destruicdo e capacitando-as para rebrotar (Rizzini
& Heringer 1961; Appezzato-da-Gléria 2003). Assim, muitos parametros utilizados
para avaliar o crescimento e desenvolvimento em espécies de outros biomas, ndo
sao os mais indicados para as plantas do Cerrado.

A grande maioria dos trabalhos sobre a micropropagacdo de lenhosas
apresentam os dados até a fase de aclimatizacéo, que geralmente € avaliada até
trés meses de cultivo (Maruyama 2003; Martins et al. 2011), periodo raramente
ultrapassado (Chinnappan et al. 2011). Considerando as caracteristicas da
vegetacdo do Cerrado, este periodo pode ndo ser suficiente para inferir sobre a
sobrevivéncia e o desenvolvimento do sistema radicular em longo prazo, ainda na
fase da aclimatizacdo e posteriormente na aclimatacéo.

Observacdes de campo mostram que J. ulei € uma espécie com
caracteristicas tipicas de plantas do Cerrado, apresentando, em condi¢cfes
naturais, desenvolvimento lento, tanto da parte aérea, quanto do sistema radicular
e possuindo estrutura subterranea semelhante a um xilopodio (cf. Figura 2a). Por
esta razdo, a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas micropropagadas,
como um todo, estdo sendo avaliados continuamente, embora os dados
apresentados neste trabalho tenham sido coletados até 24 meses; inicialmente
em estufa, até 18 meses e, posteriormente apds transferéncia, em casa de
vegetacao, até 24 meses.

Em estufa, tanto as plantas enraizadas ex vitro, quanto aguelas enraizadas
diretamente nos tratamentos de multiplicacdo, apresentaram elevada

sobrevivéncia, respectivamente 71% e 82%. Resultados semelhantes foram
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encontrados em outras espécies do Cerrado como Jacaranda mimosaefolia
(Maruyama 2003) e Gomphrena officinalis (Mercier 1992), porém, é comum
observar porcentagens mais baixas, entre 40 e 50%, como em Stryphnodendron
adstringens (Nicioli et al. 2008) e Macrosyphonia velame (Martins et al. 2011).

O aspecto morfologico da parte aérea é o principal fator utilizado para
avaliar o vigor das plantas, durante a fase de aclimatizagdo. Caules alongados
com folhas sem sintomas de deficiéncia nutricional sdo importantes critérios para
inferir sobre o desenvolvimento das plantas micropropagadas (Silva et al. 2008).
Entretanto, para as plantas do Cerrado, 0 acompanhamento do sistema radicular
€ tdo ou mais importante, considerando que, de maneira geral, apresenta,
comparativamente com o caule, maior crescimento. Além disso, em espécies
lenhosas, é comum caules alongados morrerem e surgirem jovens brotacdes, que
dao continuidade ao desenvolvimento da planta (Palhares & Silveira 2007). Esta
caracteristica foi observada em J. ulei, de forma que as plantas de 18 e 24 meses
de aclimatizacdo (cf. Figuras 12a e 13a) apresentaram grande variagdo no
comprimento médio da parte aérea (dados ndo apresentados) e no
desenvolvimento das folhas (cf. Figura 13b), que s&o compostas imparipinadas,
com numero de foliolos crescente da base para o apice do caule e bipinadas, nos
niveis superiores das plantas mais desenvolvidas, como na planta adulta
crescendo em condi¢des naturais.

Para avaliar o desenvolvimento do sistema radicular € necessario eliminar
0 substrato e expor as raizes as condicdes ambientais. Com raras excecdes
(Palhares & Silveira 2007), muitas espécies sdo sensiveis a este procedimento e
nao sobrevivem, mesmo que replantadas rapidamente. Embora considerando a
necessidade de avaliar a sobrevivéncia das plantas de J. ulei micropropagadas a

longo prazo, dados do sistema radicular ndo foram coletados. Porém a descrigao
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morfoldgica preliminar indica que as plantas de 18 e 24 meses apresentaram uma
curvatura mais ou menos acentuada entre o caule e a raiz axial de origem
adventicia (cf. Figuras 12 b e 13b). Essa regido se espessa e emite brotacdes (cf.
Figura 13b), semelhante a um xilopddio. Estruturas subterraneas, tipo xilopadio,
podem ser de origem caulinar, radicular ou mista (Rizzini & Heringer 1961; 1966;
Milanez & Moraes-Dallaqua 2003; Appezzato-da-Gléria & Cury 2011).

Em plantas micropropagadas a presenca de xilopddio ainda nédo foi
relatada na literatura, embora seja imprescindivel para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento em condi¢des de campo. A formacédo de estruturas subterraneas
em plantas propagadas in vitro pode também contribuir para elucidar sobre a
origem dessas estruturas. De acordo com Paviani (1977), em Brasilia sickii a
presenca de xilopédio é determinada geneticamente, uma vez que o inicio de sua
formacdao ja € observado em plantulas de dois meses. Por outro lado, em Mimosa
multipina, a formacéo do xilopddio ocorre em funcéo do fator edafico, como a alta
compacidade do solo. Neste caso, o clima exerce papel secundério, favorecendo
ou retardando o desenvolvimento do xilopodio (Rizzini 1963).

Em Pachyrhizus ahipa, observacdes realizadas tanto no campo, quanto em
casa-de-vegetacdo ndo permitiram estabelecer qual é o fator responsavel pela
formacao do xilopodio (Milanez & Moraes-Dallaqua 2003). Em J. ulei, plantulas de
e dois meses crescendo in vitro (cf. Figura 3d) e plantas micropropagadas com 18
meses em estufa irrigada automaticamente, isso é, sem estresse hidrico, ndo
apresentaram espessamento caracteristico de xilopédio. Entretanto, plantas de 24
meses transferidas para casa de vegetacdo, sem controle automatico da
irrigacao, o espessamento se desenvolveu e em alguns casos até emitiu brotagéo
(cf. Figura 13d). Esses resultados sugerem que, em J. ulei, a formacdo de uma

estrutura subterranea, do tipo xilopddio, pode ser induzida por fatores ambientais
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e, neste caso, as plantas micropropagadas teriam capacidade de se desenvolver
normalmente em condi¢bes naturais. Estudos morfo-anatdmicos em plantulas,
plantas jovens e adultas, bem como em plantas micropropagadas, nas fases de
aclimatizacao e aclimatacdo, devem ser realizados afim de definir a origem e o
tipo de estrutura, bem como sua importancia na sobrevivéncia das plantas em
condi¢des de campo.

Nas plantas de 18 meses foi observado a diferenciacdo e o alongamento
de duas ramificacdes, que se desenvolveram, adquirindo dimensdes semelhantes
ao da raiz axial, enquanto nas plantas de 24 meses, de maneira geral, a raiz axial
se alongou mais do que as outras. Em individuos jovens de Brosimum
gaudichaudii provenientes de semente, foi relatada a presenca de trés raizes
pivotantes, igualmente desenvolvidas, embora uma raiz pivotante seja
provavelmente o padrdo mais comum nessa espécie (Palhares & Silveira 2007).
Apesar de pouco estudadas, estas variagbes parecem ser comuns em plantas do
Cerrado, pois também foram observadas em Dalbergia miscolobium, onde
individuos com mais de uma raiz pivotante foram descritos (Scholz et al. 2002).
Embora nas plantulas germinadas in vitro ndo tenha sido observada a presenca
de mais de uma raiz pivotante, estudos sobre a ontogenia de plantulas e plantas
jovens de J. ulei em substrato poderdo contribuir para elucidar estas variacées

pouco usuais.
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CONCLUSOES

A desinfestacdo e germinacgédo in vitro de sementes de J. ulei recém coletadas
foi eficiente em todas as matrizes;

As plantulas se desenvolveram em &gar e agua e produziram explantes
vigorosos para serem utilizados na fase seguinte;

A filotaxia da plantula é oposta desde o primeiro par de folhas, as quais sao
compostas pinadas;

A inducdo e o alongamento dos brotos foram observados em todos os
tratamentos com BAP e AIB (0,00; 0,01 e 0,05 mg.L™") testados, inclusive no
controle, durante todos os subcultivos realizados;

O tratamento BAP/AIB 0,05/0,05 mg.L" favoreceu simultaneamente as
maiores médias de multiplicacdo (2 brotos por explante) e comprimento (3,5
cm) dos brotos;

A diminuicdo das médias desses parametros no quarto subcultivo ocorreu em
funcdo da alteracdo nas condi¢cBes de cultivo, em decorréncia da transferéncia
do Laboratério de cultura de tecidos para as novas instalacées do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas;

Em estufa, a porcentagem de enraizamento no 902 dia de cultivo foi de 79%,
com a formacéo de raizes mais alongadas e conectadas ao sistema vascular
do caule;

Na fase de aclimatizacdo em estufa, apés 18 meses de cultivo, as
porcentagens de sobrevivéncia foram elevadas, tanto nos brotos enraizados
ex vitro (71%), quanto naqueles enraizados durante a fase de multiplicacao

(82%);

84



e AplOs 24 meses de cultivo ex vitro, as plantas aclimatizadas em casa de
vegetacdo comecam a produzir folhas bipinadas, como a planta adulta, e o
sistema radicular apresenta estrutura subterrranea espessada e curvada, com

brotacdes, formacao caracteristica de xilopédio.
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ANEXOS

GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DA PLANTULA

Anexo 1. Andlise de variancia da germinabilidade in vitro, no 30° dia de cultivo, nas

diferentes matrizes de Jacaranda ulei.

Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
MATRIZ 4 3.365000 0.841250 12.744 0.0000
erro 395 26.075000 0.066013

Total corrigido 399 29.440000

CV (%) = 27.93

Média geral: 0.9200000 Numero de observacgdes: 400

Anexo 2. Andlise de variancia das plantulas normais (%), desenvolvidas in vitro, no 60°

dia de cultivo, nas diferentes matrizes de Jacaranda ulei.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
MATRIZ 4 0.047625 0.011906 0.162 0.9574
erro 363 26.667049 0.073463

Total corrigido 367 26.714674

CV (%) = 29.42

Média geral: 0.9211957 Numero de observagdes: 368

Anexo 3. Andlise de variancia da germinabilidade in vitro, no 30° dia de cultivo, em

sementes Jacaranda ulei, armazenadas por 6 meses e 12 meses.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ARMAZENAME 1 0.843750 0.843750 3.622 0.0601
erro 94 21.895833 0.232934

Total corrigido 95 22.739583

CV (%) = 125.22

Média geral: 0.3854167 NUimero de observacdes: 96
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MULTIPLICAGAO E SUBCULTIVOS

Anexo 4. Analise de variancia do niumero de brotos formados em Jacaranda ulei durante

a fase de multiplicagao.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
BAP 2 9.957002 4.978501 3.965 0.0193
AIB 2 2.361605 1.180803 0.940 0.3909
SUB 3 51.300990 17.100330 13.619 0.0000
BAP*AIB 4 23.930415 5.982604 4.765 0.0008
BAP*SUB 6 32.126923 5.354487 4.265 0.0003
AIB*SUB 6 9.072330 1.512055 1.204 0.3017
BAP*AIB*SUB 12 24.168402 2.014033 1.604 0.0850
erro 865 1086.083442 1.255588

Total corrigido 900 1239.001110

CV (%) = 64.72

Média geral: 1.7314095 Numero de observacgdes: 901

Anexo 5. Analise de variancia do comprimento (cm) de brotos formados em Jacaranda

ulei durante a fase de multiplicacéo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
BAP 2 29.581764 14.790882 19.689 0.0000
AIB 2 7.571190 3.785595 5.039 0.0067
SUB 3 147.032486 49.010829 65.240 0.0000
BAP*AIB 4 29.758595 7.439649 9.903 0.0000
BAP*SUB 6 6.649290 1.108215 1.475 0.1836
AIB*SUB 6 34.037846 5.672974 7.552 0.0000
BAP*AIB*SUB 12 20.087983 1.673999 2.228 0.0092
erro 865 649.818027 0.751235

Total corrigido 900 924.537181

cv (%) = 50.03

Média geral: 1.7325194 Nimero de observacdes: 901

105



ENRAIZAMENTO EM MEIO COM E SEM CARVAO ATIVADO

Anexo 6. Andlise de variancia do enraizamento (%) dos brotos de Jacaranda ulei in vitro,

cultivada em ¥4 MS, com ou sem carvao ativado, no 902 dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 5.333333 5.333333 46.000 0.0000
erro 46 5.333333 0.115942

Total corrigido 47 10.666667

Cv (%) = 102.15

Média geral: 0.3333333 Numero de observagdes: 48

Anexo 7. Analise de variancia da necrose do apice (%) da parte aérea dos brotos de
Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., durante o enraizamento, em meio ¥4 MS com ou

sem carvao ativado, no 90° dia de cultivo.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 1.020833 1.020833 9.471 0.0035
erro 46 4.958333 0.107790

Total corrigido 47 5.979167

cv (%) = 38.44

Média geral: 0.8541667 Numero de observagodes: 48

Anexo 8. Andlise de variancia da formacdo de nova brotacdo (%) da parte aérea dos
brotos de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., durante o enraizamento, em meio ¥4 MS

com ou sem carvao ativado, no 90° dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 1 6.750000 6.750000 69.000 0.0000
erro 46 4.500000 0.097826

Total corrigido 47 11.250000

cv (%) = 83.41

Média geral: 0.3750000 Numero de observagdes: 48
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ENRAIZAMENTO DURANTE A FASE DE MULTIPLICACAO

Anexo 9. Andlise de variancia do enraizamento (%) em Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum., durante a fase de multiplicacéo in vitro, em todos os tratamentos com BAP/AIB,

do 62 subcultivo, no 902 dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 8 9.610967 1.201371 7.537 0.0000
erro 273 43.513146 0.159389

Total corrigido 281 53.124113

cv (%) = 158.57

Média geral: 0.2517730 Numero de observacdes: 282

Anexo 10. Andlise de variancia do nimero de raizes em Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum., formadas durante a fase de multiplicacéo in vitro, em todos os tratamentos com

BAP/AIB, do 62 subcultivo, no 902 dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 8 25.308707 3.163588 1.425 0.2041
erro 62 137.649039 2.220146

Total corrigido 70 162.957746

CV (%) = 62.23

Média geral: 2.3943662 Numero de observacdes: 71

Anexo 11. Andlise de variancia da sobrevivéncia (%) de Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum., durante a fase de multiplicacdo in vitro, em todos os tratamentos com BAP/AIB,

do 62 subcultivo, no 90° dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAM 8 0.110816 0.013852 2.017 0.0446
erro 273 1.875000 0.006868

Total corrigido 281 1.985816

CvV (%) = 8.35

Média geral: 0.9929078 Nimero de observacgdes: 282
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Anexo 12. Andlise de variancia da necrose do apice (%) da parte aérea dos brotos de
Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., durante a fase de multiplicacéo in vitro, em todos os

tratamentos com BAP/AIB, do 62 subcultivo, no 902 dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 8 6.148519 0.768565 4.467 0.0000
erro 273 46.975595 0.172072

Total corrigido 281 53.124113

cv (%) = 164.76

Média geral: 0.2517730 Numero de observacdes: 282

ENRAIZAMENTO: COMPARACAO EM 3 DIFERENTES CONDICOES DE

CULTIVO

Anexo 13. Andlise de variancia do enraizamento (%) dos brotos de Jacaranda ulei, em
diferentes condigfes: in vitro (meio sem carvao), ex vitro (estufa) e durante a fase de
multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), 902 dia de cultivo.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAM 4 3.796593 0.949148 4.322 0.0024
erro 157 34.475012 0.219586

Total corrigido 161 38.271605

CV (%) = 75.91

Média geral: 0.6172840 Numero de observacgdes: 162

Anexo 14. Analise de variancia do namero de raizes por broto, em Jacaranda ulei, em
diferentes condi¢des: in vitro (meio sem carvao), ex vitro (estufa) e durante a fase de
multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), 90° dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAM 4 9.143414 2.285854 1.176 0.3263
erro 95 184.646586 1.943648

Total corrigido 99 193.790000

CV (%) = 58.33

Média geral: 2.3900000 Numero de observagdes: 100
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Anexo 15. Andlise de variancia do comprimento da maior raiz de cada broto, em

Jacaranda ulei, cultivada em diferentes condi¢gbes: in vitro (meio sem carvdo), ex vitro
(estufa) e durante a fase de multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™),

90° dia de cultivo.

erro

CvV (%) =
Média geral:

GL SQ oM
4 271.747067 67.936767
95 665.642933 7.006768
99 937.390000

94.20

2.8100000 Numero de observacgdes:

Anexo 16. Andlise de variancia dos brotos com raiz lateral (%), em Jacaranda ulei,

cultivada em diferentes condic¢des: in vitro (meio sem carvao), ex vitro (estufa) e durante a
fase de multiplicagéo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), 902 dia de cultivo.

erro

CV (%) =
Média geral:

GL SQ oM
4 2.820488 0.705122
95 9.219512 0.097047
99 12.040000

222.52

0.1400000 Numero de observacdes:

Anexo 17. Analise de variancia dos brotos com pelo menos uma raiz maior do que 1 cm,

em Jacaranda ulei, cultivada em diferentes condic¢des: in vitro (meio sem carvao), ex vitro
(estufa) e durante a fase de multiplicagdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™),

90° dia de cultivo.

erro

CvV (%) =
Média geral:

GL SQ oM
4 7.551925 1.887981
95 16.808075 0.176927
99 24.360000

72.52

0.5800000 Numero de observagdes:
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Anexo 18. Analise de variancia do comprimento da maior acima de 1 cm de cada broto,
em diferentes condig¢des: in vitro (meio sem carvao), ex vitro (estufa) e durante a fase de
multiplicacdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), 90° dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAM 4 58.399814 14.599953 1.536 0.2052
erro 53 503.824324 9.506119

Total corrigido 57 562.224138

cv (%) = 69.58

Média geral: 4.4310345 Numero de observacgdes: 58

Anexo 19. Andlise de variancia da sobrevivéncia (%) de Jacaranda ulei Bureau & K.
Schum., em diferentes condi¢des: in vitro (meio sem carvao), ex vitro (estufa) e durante a
fase de multiplicagédo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01 mg.L™), 90° dia de cultivo.

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAM 4 0.013397 0.003349 0.533 0.7117
erro 156 0.980392 0.006285

Total corrigido 160 0.993789

CV (%) = 7.98

Média geral: 0.9937888 Numero de observagdes: 161

Anexo 20. Andlise de variancia da necrose do apice (%) da parte aérea dos brotos de
Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., em diferentes condi¢des: in vitro (meio sem carvao),
ex vitro (estufa) e durante a fase de multiplicagcdo (BAP/AIB 0,0/0,0; 0,00/0,01 e 0,01/0,01
mg.L™), 902 dia de cultivo.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAM 4 11.060913 2.765228 23.328 0.0000
erro 156 18.491882 0.118538

Total corrigido 160 29.552795

Ccv (%) = 142.13

Média geral: 0.2422360 NUimero de observacdes: 161
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Anexo 21. Andlise de variancia formag&o de nova brotacéo (%) da parte aérea dos brotos
de Jacaranda ulei Bureau & K. Schum., em diferentes condigdes: in vitro (meio sem carvao)

e ex vitro (estufa), 90° dia de cultivo.

1Y% GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAM 1 7.796471 7.796471 77.714 0.0000
erro 73 7.323529 0.100322

Total corrigido 74 15.120000

cv (%) = 113.12

Média geral: 0.2800000 Numero de observacgdes: 75
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