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RESUMO

Tabebuia roseoalba (Bignoniaceae), ¢ uma espécie arbdrea que possui potencial medicinal e grande valor
ornamental sendo muito utilizada na arborizacdo urbana. Objetivou-se estabelecer um protocolo para rizogénese in
vitro e aclimatizagdo de T. roseoalba via organogénese direta. Para rizogénese, foram utilizadas brotacdes excisadas
aos 30 dias de cultivo in vitro, e avaliado o efeito de diferentes auxinas, agentes geleificantes e meios de cultura. Aos
30 dias de cultivo in vitro foram avaliados o percentual de enraizamento € o comprimento da raiz principal. Em
seguida foi testada a aclimatiza¢do de brotacdes com e sem raizes, em substrato comercial ou vermiculita. Para
rizogénese in vitro recomenda-se o uso de meio de cultura MS, suplementado com 2,0 mg.L" de AIB e geleificado
com dgar. Para aclimatizacdo, recomenda-se o enraizamento prévio das brotagdes e a utilizacdo de substrato
comercial para obten¢do de 65% de sobrevivéncia das plantulas.
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INTRODUCAO

Popularmente conhecido como Ipé-branco, Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith é uma
arvore decidua, que apresenta floragdo branca exuberante e nativa do Cerrado, comumente
explorada na medicina popular e bastante requisitada em programas de reflorestamento
(FERRAZ-FILHA et al., 2016). Em espécies florestais nativas do Cerrado é comum a ocorréncia
de sementes com baixa longevidade natural, o que dificulta sua utilizacdo fora da sua época de
producdo (CARVALHO, SILVA, DAVIDE, 2006; SOUZA et al., 2015).

A cultura de tecidos vegetais compreende técnicas especialmente utilizadas para
conservacao e propagacao vegetativa em larga escala, em particular para espécies de importancia
econOmica, ornamental e medicinal, e pode ser aplicada para preservacdo de espécies florestais
nativas do Cerrado (PINHAL et al., 2011; XAVIER, WENDLING, SILVA, 2013; SOUZA et al.,
2017). Diante do exposto, objetivou-se estabelecer um protocolo para rizogénese in vitro e
aclimatizacdo de T. roseoalba, via organogénese direta, a fim de contribuir com a sua propagagao

em larga escala.
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MATERIAL E METODOS

Sementes de 7. roseoalba (Ridl.) Sandwith foram fornecidas pelo Viveiro de Mudas
Nordesta LTDA, Arcos — MG. Apds estabelecimento in vitro das plantas matrizes foi efetuada a
inducdo de brotacdes em segmentos nodais utilizando meio de cultura MS, suplementado com a
combinacdo das citocininas 6-benzilaminopurina (BAP Sigma®) e cinetina (KIN Sigma®) nas
concentracdes de 2,0 € 0,5 mg.L'l, respectivamente, a temperatura de 25 °C.

Para rizogénese in vitro, brotacdes foram excisadas aos 30 dias de cultivo in vitro, e
inoculadas em tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS, geleificado com 0,7% de
agar (Sigma®) ou 0,25% de phytagel (Sigma®), e suplementado com diferentes auxinas: acido
indol-3-acético (AIA - Sigma®), acido indolil-3-butirico (AIB - Sigma®), o-naftalenoacético
(ANA - Sigma®), acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D - Sigma®) e acido 2-metoxi-3,6-
diclorobenzéico (Dicamba - Sigma®), em diferentes concentracdes (1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg.L'l).
Como controles foram utilizados os mesmos meios de cultura sem a adi¢do dos reguladores de
crescimento. Aos 30 dias de cultivo in vitro foram avaliados o percentual de enraizamento e o
comprimento da raiz principal, em esquema fatorial triplo (agente geleificante x auxinas x
concentracio), sendo 15 explantes por tratamento, em DIC.

Posteriormente, visando otimizar o protocolo de enraizamento de brotacdes, 0 mesmo tipo
de explante foi inoculado em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS ou MS'2
(metade da concentracdo de sais), acrescido de 3% de sacarose, 0,25% de phytagel (Sigma®), e
suplementado com diferentes concentragdes de carvao ativado (1,0 ou 2,0 mg.L'l) e AIB (1,0; 2,0
e 4,0 mg.L'l) (Sigma®). Como controles foram utilizados os mesmos meios de cultura sem a
adicdo de carvao ativado e de reguladores de crescimento. Aos 30 dias de cultivo in vitro foram
avaliados o percentual de enraizamento e o comprimento da raiz principal, em esquema fatorial
triplo (meio de cultura x carvao ativado x AIB), sendo 15 explantes por tratamento, em DIC.

Para aclimatizacdo foram selecionadas brotagdes sem passar pela etapa de enraizamento
in vitro, e brotagdes enraizadas in vitro durante 30 dias. As brotacdes (com e sem raizes) foram
transplantadas simultaneamente para tubetes (250 cm’), contendo substrato comercial ou
vermiculita, e mantidos em casa de vegetacdo sob sombrite 30%. Decorridos 30 dias do inicio da
aclimatizacdo, foi avaliado o percentual de sobrevivéncia, sendo 25 brotagdes por tratamento, em

esquema fatorial duplo (tipo de brotag@o x substrato), em DIC.



A fim de verificar as caracteristicas que permitiram a sobrevivéncia das plantas ao
processo de aclimatizacdo, foi avaliada a diferenca de densidade estomdtica entre as plantas
cultivadas in vitro e as plantas ao final do processo de aclimatizacdo. Todos os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), por

meio do software estatistico R Core Team (2011), versao 3.4.0, via pacote ExpDes.pt.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que a formacdo de raizes adventicias € frequentemente apontada como fator
limitante para propagacdo in vitro de espécies lenhosas, é necessdrio a adequagcdo de meios de
cultura especificos para esta etapa, e a utilizacdo de auxinas geralmente se faz necessdrio para
alcancar melhores resultados (CURTI e REINIGER, 2014). Para rizogénese, as auxinas AIA e
AIB apresentaram resultados significativamente (p<0,05) melhores que 2,4-D, ANA e Dicamba
(Figura 1A e 1B).
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Figura 1 - Percentual de enraizamento (A) e comprimento de raiz principal (B) em brotacdes de T.
roseoalba submetida a diferentes concentracdes de auxinas (mg.L™'). Letras iguais ndo
diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras: erro padrao da
média.

Além da determinagdo do balango ideal de reguladores de crescimento, o tipo de agentes
geleificantes, e a composi¢do do meio de cultura também influenciam o crescimento de raizes e o
desenvolvimento de culturas in vitro (CHAPLA et al., 2009; XAVIER, WENDLING, SILVA,
2013). No presente estudo, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) para o percentual de
enraizamento e o comprimento das raizes quanto ao agente solidificante d4gar ou phytagel.

Na tentativa de otimizar o protocolo de inducdo de raizes, ndo foi verificada diferenca

significativa (p<0,05) entre meio de cultura MS e o meio de cultura MSY%2, que apresentaram em

média 51,5% e 54,5% de enraizamento, respectivamente. Também ndo houve diferenca



significativa (p<0,05) para as diferentes concentracdes de carvao ativado, com 57,5%, 51,5% e
60,0%, para o tratamento controle e com 0,5 e 1,0 mg.L'1 de carvao ativado, respectivamente. Por
outro lado, quando avaliado isoladamente dos fatores meio de cultura e carvdo ativado, o
tratamento com 4,0 e 2,0 mg.L'l de AIB exibiu novamente as maiores médias de percentual de
enraizamento de brotacdes, com 83,3% e 77,7% de enraizamento, respectivamente.

A concentracdo elevada de sais do meio de cultura MS também pode prejudicar o
enraizamento de brotos em algumas espécies, o que tem levado alguns pesquisadores a trabalhar
com formula¢des mais diluidas deste meio (LEITZKE, DAMIANI, SCHUCH, 2009; DUARTE,
SANSBERRO, LUNA, 2016). Além disso, o uso de carvdo ativado no meio de cultura pode
trazer beneficios para o enraizamento in vitro de espécies florestais nativas do Cerrado
(LEITZKE, DAMIANI, SCHUCH, 2009). Entretanto, neste estudo, ndo houve diferenca
significativa para as diferentes concentracdes de carvao ativado, e entre meio de cultura MS e o
meio de cultura MSY2.

A taxa de mortalidade das plantas transferidas das condicdes in vitro para ex vitro é
frequentemente elevada devido ao dessecamento (HARTMANN et al., 2011). Desta forma, a
escolha do tipo de substrato mais adequado pode influenciar diretamente no sucesso da
aclimatizacdo, reduzindo a taxa de mortalidade de plantas (SCHUCH, 2005). No processo de
aclimatizacdo, as brotacOes previamente enraizadas in vitro tiveram um percentual de
sobrevivéncia significativamente (p<0,05) maior que as brotacOes sem raizes (enraizadas
diretamente no substrato). Além disso, o tipo de substrato de cultivo também apresentou
diferenca significativa (p<0,05), de modo que brotacdes com raizes, em substrato comercial
apresentaram 92% de sobrevivéncia, em relagdo ao substrato vermiculita com apenas 56% de

sobrevivéncia (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de sobrevivéncia (%) de plantulas de 7. roseoalba com e sem
enraizamento prévio (in vitro), transplantadas em dois substratos diferentes, durante o
processo de aclimatizagdo.

Sobrevivéncia de plantulas (%)

Substrato
Com raiz comercial Vermiculita
Sim 92 a 56 b
Nao 38 ¢ 8d

* Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).



Quanto as andlises morfoanatdmicas de folhas, verificou-se reducdo significativa (p<0,05)
na densidade estomadtica na face abaxial das folhas de brotacdes cultivadas in vitro, em relagdo as
folhas das plantas ao final do processo de aclimatizacdo, apresentando em média 196 e 176
estdmatos por 1 mm?, respectivamente. Abbade et al. (2009) também verificaram uma menor
densidade estomdtica e maior nimero de tricomas em folhas de plantas adultas de 7. roseoalba
cultivadas ex vitro quando comparadas com plantas cultivadas in vitro. Por outro lado,
Dousseau et al. (2008) ndo observaram diferenga estatistica para densidade estomdtica quando
compararam folhas de plantas de H. serratifolius propagadas in vivo, in vitroe durante a

aclimatizacao.

CONCLUSOES

Para rizogénese in vitro de brotacdes de T. roseoalba recomenda-se o uso de meio de
cultura MS¥%, suplementado com 2,0 mg.L™" de 4cido indolil-3-butirico (AIB) e geleificado com
agar, sem a necessidade de carvdo ativado, ou de etapas adicionais para alongamento das
brotagdes. Para aclimatizagdo, recomenda-se o enraizamento prévio das brotacdes de T.

roseoalba e a utilizagc@o de substrato comercial.
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