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RESUMO

Aegiphila brachiata (Lamiaceae) € uma espécie florestal nativa do Brasil,
popularmente conhecida como peloteiro; possui uma elevada capacidade de
producao de biomassa e resisténcia a perturbagcdes ambientais, sendo considerada
potencial para uso em ecossistemas degradados. Ainda ha uma enorme caréncia de
informacdes referentes ao peloteiro. Pesquisas que visem identificar o processo de
producao de mudas de espécies florestais nativas e suas limitagdes sédo primordiais
e dao suporte aos programas de restauracdo em larga escala. Nesse contexto, a
presente tese teve como objetivos fornecer subsidios para a produ¢cdo de mudas
seminal e vegetativa de A. brachiata, buscando identificar os principais fatores que
influenciam a germinagdo e o enraizamento adventicio. Para tanto, o trabalho foi
dividido em trés capitulos. O primeiro abordou o potencial germinativo de sementes
do peloteiro submetidas a escarificacdo e diferentes concentracdes de giberelina,
bem como a propagacgéao vegetativa por estaquia a partir de materiais com diferentes
idades fisiologicas, submetidos a tratamentos com Azospirillum brasilense e acido
indol butirico. Os resultados indicaram auséncia de germinagdo por existir uma
barreira mecanica no endocarpo a emissao da radicula. A estaquia por meio de
plantas rejuvenescidas €& recomendada para produgdo de mudas (53,75% de
enraizamento), sendo necessaria aplicagido de 6000 mg L' IBA. O segundo capitulo
analisou a morfobiometria de fruto, semente e plantula e o efeito de diferentes
métodos de superagao de dorméncia mecanica e temperaturas na germinagao de A.
brachiata. Os frutos sdo do tipo carnoso indeiscente, com calice persistente. O
pirénio é constituido pelo endocarpo e a semente, exalbuminosa, com embrido axial.
A germinacao é hipégea e a plantula criptocotiledonar. A retirada total do endocarpo
e temperaturas de 25 e 30°C sdo recomendadas para a germinagdo da espécie
(28,50% de germinacao). Por fim, o terceiro capitulo visou avaliar o potencial
rizogénico de estacas oriundas de matrizes rejuvenescidas e adultas coletadas em
diferentes estagdes do ano, além de identificar compostos fendlicos, proteinas e
metabdlitos polares presentes nas estacas e caracterizar anatomicamente a base
caulinar das mesmas. Concluiu-se que propagulos oriundos de matrizes
rejuvenescidas coletados na primavera sao indicados para producdo de mudas
(25,25% de enraizamento), sem efeito favoravel do uso de acido indol butirico. Os
maiores valores de compostos fendlicos foram obtidos na primavera, tanto para
estacas de matrizes rejuvenescidas (37,39 mg g') como de matrizes adultas (25,81
mg g'). O teor de proteinas foi obtido em maior quantidade em estacas coletadas no
outono de matrizes rejuvenescidas (146,74 mg g'). Os compostos acido maleico, 2-
hidroxi-acido glutarico, manose-6-fosfato, acido ribénico, glicina e acido fosforico
foram obtidos em maiores concentragcbes em estacas de matrizes rejuvenescidas,
com efeito benéfico ao enraizamento adventicio. Nao ha diferencas anatémicas
entre os propagulos coletados de diferentes matrizes.

Palavras-chave: Producdo de mudas. Dorméncia mecanica. Propagacdo vegetativa.
Peloteiro. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Aegiphila brachiata (Lamiaceae) is a forest species native to Brazil, popularly
known as peloteiro; it has a high capacity for biomass production and resistance to
environmental disturbances, being considered potential for use in degraded
ecosystems. There is still a huge lack of information regarding the peloteiro.
Research aimed at identifying the seedling production process of native forest
species and its limitations are essential and support large-scale restoration
programs. In this context, the present thesis aimed to provide subsidies for the
production of seminal and vegetative seedlings of A. brachiata, seeking to identify the
main factors that influence germination and adventitious rooting. Therefore, the work
was divided into three chapters. The first addressed the germination potential of
pellet seeds submitted to scarification and different concentrations of gibberellin, as
well as the vegetative propagation by cuttings from materials with different
physiological ages, submitted to treatments with Azospirillum brasilense and indole
butyric acid. The results indicated absence of germination due to the existence of a
mechanical barrier in the endocarp to the emission of the radicle. Cutting using
rejuvenated plants is recommended for seedling production (53.75% rooting),
requiring the application of 6000 mg L' IBA. The second chapter analyzed the
morphobiometry of fruit, seed and seedling and the effect of different methods of
overcoming mechanical dormancy and temperatures on the germination of A.
brachiata. The fruits are fleshy indehiscent, with a persistent chalice. The pyrene is
constituted by the endocarp and the seed, exalbuminous, with axial embryo.
Germination is hypogeal and the seedling is cryptocotyledonary. The total removal of
the endocarp and temperatures of 25 and 30°C are recommended for germination of
the species (28.50% germination). Finally, the third chapter aimed to evaluate the
rhizogenic potential of cuttings from rejuvenated and adult matrices collected in
different seasons, in addition to identifying phenolic compounds, proteins and polar
metabolites present in the cuttings and anatomically characterizing their stem base. It
was concluded that propagules from rejuvenated matrices collected in the spring are
indicated for the production of seedlings (25.25% rooting), with no favorable effect of
the use of indole butyric acid. The highest values of phenolic compounds were
obtained in spring, both for cuttings from rejuvenated matrices (37.39 mg g') and
from adult matrices (25.81 mg g™'). The protein content was obtained in greater
quantity in cuttings collected in autumn from rejuvenated matrices (146.74 mg g').
The compounds maleic acid, 2-hydroxy-glutaric acid, mannose-6-phosphate, ribonic
acid, glycine and phosphoric acid were obtained in higher concentrations in cuttings
from rejuvenated matrices, with a beneficial effect on adventitious rooting. There are
no anatomical differences between the propagules collected from different matrices.

Keywords: Seedling production. Mechanical numbness. Vegetative propagation.
Peloteiro. Secondary metabolites.
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1 INTRODUGAO GERAL

Com a popularizagdo da questdo ambiental, pesquisas relacionadas as
espécies florestais nativas sdo de extrema importancia do ponto de vista ecolégico,
silvicultural e econdémico, pois auxiliam na elaboragdo de projetos de restauragao
florestal, a fim de conservar a biodiversidade, mitigar as mudangas climaticas e
reforcar o fornecimento de produtos ecossistémicos (ROCHA et al., 2014;
LAESTADIUS et al., 2015; SABOGAL; BESACIER; MCGUIRE, 2015; GARRET et
al., 2020). No entanto, a oferta de mudas de espécies florestais € ainda bastante
limitada, tornando indispensaveis conhecimentos técnicos sobre propagagao para
aumentar a cadeia produtiva de mudas nativas (BENDOR et al., 2015; SILVA et al.,
2016; SCHMIDT et al., 2019).

Aegiphila brachiata Vell. (Lamiaceae), espécie florestal nativa do Brasil
(FRANCA, 2003), possui um elevado potencial para uso em restauracao de
ecossistemas degradados. No entanto, € notéria a escassez de estudos referentes a
ela, principalmente no que tange a produgcdo de mudas. Viveiristas relatam
germinacgao nula apos longos periodos de observagao.

Uma das limitagdes na produgdo de mudas de espécies nativas esta
relacionada a dorméncia nas sementes, que retardam a germinagao (SANTOS et al.,
2003). Pesquisas que esclarecem os aspectos morfobiométricos de sementes
auxiliam na identificagdo e compreensdo do comportamento de plantas em seu
ambiente natural, contribuindo para o processo de produgédo de mudas (GOGOSZ et
al., 2015). Diversos fatores estao associados ao processo germinativo, apresentando
respostas diferentes para cada espécie, sendo indispensavel a obtengcdo de um
acervo de informagdes que auxiliem na compreensido das respostas germinativas
das espécies (DUARTE et al., 2021).

Em espécies nativas que possuem limitagdes na propagacdo seminal, a
produgao de mudas pode ser realizada por propagagao vegetativa, como a estaquia,
que é a técnica de maior utilizagdo na producao de mudas florestais (HARTMANN et
al., 2018). A etapa mais importante na propagagao vegetativa é a formagao de um
sistema radicial, sendo este um processo bastante complexo e influenciado por

diversos fatores enddgenos, relacionados a planta doadora de propagulos como
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idade, caracteristicas anatémicas, bioquimicas e fisioldgicas, e por fatores exégenos
como condigdes ambientais, as quais tanto a planta matriz como os propagulos
estdo expostos (SA, 2018).

Diante dessa problematica, esta tese foi estruturada em trés capitulo, a fim de

elucidar o processo de produg¢ao de mudas de A. brachiata:

- Capitulo |, Potencial germinativo e propagacdo vegetativa de Aegiphila
brachiata Vell., expde a capacidade germinativa de sementes da espécie
submetidas a escarificagcdo e a diferentes concentracbes de GAs, bem como a
viabilidade da propagacao vegetativa por meio de estaquia a partir de materiais com
idades fisiologicas diferentes e submetidos a tratamentos com rizobactérias

(Azospirillum brasilense) e acido indol butirico (IBA).

- Capitulo Il, Analises morfobiométricas de fruto, semente e pléntula e
germinagdo de Aegiphila brachiata Vell., caracteriza os aspectos morfoldgicos e
biométricos do fruto, semente e plantula da espécie e avalia a germinagdo das
sementes submetidas a diferentes métodos de superacdo de dorméncia mecanica e

diferentes temperaturas.

- Capitulo lll, Estaquia e determinagcbes bioquimicas, metabolbmicas e
anatébmicas de Aegiphila brachiata Vell., trata da avaliagado do potencial rizogénico
de propagulos de plantas rejuvenescidas e adultas submetidos a aplicagédo de
diferentes concentragdes de IBA em diferentes estagdes do ano, e relaciona o perfil

bioquimico, metabolémico e anatdmico das estacas com a rizogénese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO E CARACTERIZACAO DA ESPECIE

Aegiphila brachiata Vell., conhecida popularmente como peloteiro, é uma
espécie nativa do Brasil, com ocorréncia principalmente no bioma Mata Atlantica, e
pertencente a familia Lamiaceae Martinov. Esta familia € grande e cosmopolita,
sendo dividida em sete subfamilias contendo cerca de 236 géneros e quase 7300
especies, com seu centro de diversidade principalmente em savanas tropicais e
subtropicais (HARLEY et al., 2004). No Brasil, existem 70 géneros e cerca de 590
espécies nativas, com varios géneros e espeécies introduzidas e naturalizadas (BFG,
2020; ANTAR et al., 2022).

As espécies pertencentes a esta familia apresentam habitos variados, sendo
composta por arvores, subarbustos, arbustos e ervas perenes ou anuais e,
raramente, trepadeiras. Suas folhas sdo simples ou compostas, opostas,
frequentemente decussadas, raramente alternas, pecioladas ou sésseis, possuem
inflorescéncias arranjadas em cimulas, tirsos, verticilastro, capitulos ou paniculas
frequentemente bracteoladas, flores zigomorfas ou actinomorfa e frutos carnosos
(drupa), ou secos indeiscentes (nuculas) (HARLEY et al., 2004).

A familia Lamiaceae possui consideravel importancia econémica, contendo
diversas arvores de madeira com valor comercial, espécies de valor horticola e ervas
aromaticas utilizadas para perfumaria e cosméticos (HARLEY; PASTORE, 2012).
Ainda, as espécies desta familia podem produzir uma variedade de compostos
secundarios, sendo conhecidas por apresentarem o6leos essenciais presentes nos
tricomas glandulares, localizados nas superficies das folhas e nas inflorescéncias
(HARLEY et al.,, 2004), apresentando atividades biolégicas como antioxidante,
bactericida, fungicida e inseticida (LIMA; CARDOSO, 2007).

Diversos géneros foram transferidos de Verbenaceae para Lamiaceae, como
Aegiphila, Clerodendrum e Vitex, tornando Lamiaceae a familia com maior numero
de espécies da ordem Lamiales (CANTINO, 1992). Aegiphila Jacq. (subfamilia
Ajugoideae) € um género representado por arvores ou arbustos dioicos, com folhas

opostas, muitas vezes com glandulas na lamina foliar, flores geralmente pequenas e
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de cor creme, gineceu com estilo terminal, fruto drupaceo, ovoéide, com persistente
calice cupular (FRANCA, 2003; HARLEY et al., 2004).

O género contém cerca de 116 espécies, em sua maioria neotropicais, com
32 espécies em todo o Brasil (FRANCA, 2003; HARLEY et al., 2004). Varias
espécies de Aegiphila sdo conhecidas por seu uso na medicina popular por meio de
suas folhas, pela sua agédo contra o mosquito Aedes aegypti (MENDONCA et al.,
2005), atividade anti-microbiana (FERREIRA et al., 2010) e potencial antioxidante
(PRADO, 2014).

A. brachiata € uma espécie nativa do Brasil, de estagio inicial de sucessao
(COLONETTI et al., 2009), com ocorréncias nas regides Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul). Trata-se de arbusto ou arvoreta com caule ereto, podendo atingir
até 7 metros de altura (FRANCA, 2003; OLIVEIRA FILHO et al., 2008; HARLEY et
al., 2015). Em estudo realizado por Caiafa (2008) em fragmentos de Floresta
Ombrofila Densa, a espécie foi considerada rara, com distribuicao geografica restrita,
ocorrendo em habitats unicos com populagdes escassas.

A espécie apresenta polinizagdo por zoofilia e sindrome de dispersao
zoocorica (SANTOS et al., 2016), embora nenhum animal tenha sido relatado a
consumir, de fato, os frutos/sementes. Possui filotaxia decussada, com folhas
opostas, peciolo conspicuo, limbo eliptico de margem inteira e base cuneada,
inflorescéncia pauciflora com flores tetrameras, cor da coroa branca a amarelada
com androceu de até quatro estames. O peloteiro floresce de agosto a outubro e
frutifica em janeiro, fevereiro, junho e outubro, dependendo da regido em que se
encontra (FRANCA, 2003; HARLEY et al., 2015). Os frutos séo vistosos e chamam a
atencao pela cor e pela carga; ha diversos relatos que eles sdo comestiveis, com
sabor e textura agradaveis (ROLIM; REIS, 2016; BRACK et al., 2020).

Sao raras as informagdes referentes a A. brachiata na literatura, porém em
observagcbes a campo nota-se que a espécie apresenta elevada capacidade de
produgdo de biomassa, rapido crescimento em condi¢gdes adversas, rebrotacdes da
cepa e da copa apods o corte, expressiva brotacdo de raizes e alta resisténcia as
perturbacdes ambientais, apresentando potencial para restauracdo de areas

degradadas.
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2.2 PROPAGAGAO SEMINAL

Segundo Santos et al. (2003), a limitagdo na produgdo de mudas de espécies
nativas esta relacionada a dificuldades na obtengcdo de sementes, além da
ocorréncia de dorméncia nas sementes, que retardam a germinagdao. Nao existem
informacgdes na literatura a respeito da propagagao de A. brachiata; no entanto,
viveiristas mencionam que a germinagdo da espécie € nula, mesmo em periodos
longos de observacgao. Desta forma, pesquisas especificas sdo de importancia para

identificar a eficiéncia ou ndo da propagac¢ao seminal da espécie.

2.2.1 Morfobiometria de frutos, sementes e plantulas

O conhecimento das estruturas morfoldgicas de espécies florestais é de
grande importancia, para identificacdo botanica e para entender o comportamento
da espécie em relagao a dispersido, sucessio, regeneragcado natural e conservacao.
Além disso, ele contribui para a compreensao do processo reprodutivo, servindo de
subsidios para producdo de mudas e para uma melhor entender o estabelecimento
da plantula no ambiente natural (BARRETTO; FERREIRA, 2011; ALVES et al., 2013;
GOGOSZ et al., 2015).

A semente € um importante 6rgdo de garantia de sobrevivéncia das
espécies vegetais, e seus elementos como embrido, tecidos de reserva e envoltorio,
sao influenciados por diferencas ambientais ou adaptacdes evolutivas, podendo
variar morfologicamente entre espécies ou até mesmo entre individuos (ABUD et al.,
2010). A descricao morfolégica das espécies em fase de plantula auxilia em estudos
relacionados aos mecanismos de regeneragdo natural, permitindo a distingdo de
espécies na familia e no mesmo género (HARTMANN; RODRIGUES, 2014,
GOGOSZ et al., 2015).

Aspectos biométricos de frutos e sementes permitem a diferenciagcao de
espécies do mesmo género e a identificagdo da variabilidade genética dentro de
uma populacdo da mesma espécie, além da relacédo entre a variabilidade genética e
as condicbes ambientais (MACEDO et al., 2009; GONCALVES et al.,, 2013). A

caracterizacao biométrica de frutos e sementes pode ser utilizada em diversas
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pesquisas, incluindo trabalhos de melhoramento genético de populagbes, e na
melhoria das condicbes de armazenamento de sementes e frutos, produgcdo de
mudas e padronizag¢des de testes em laboratérios (CRUZ; MARTINS; CARVALHO,
2001; GONCALVES et al., 2013).

Barroso et al. (1999) descrevem as sementes da espécie como
exalbuminosas, apresentando tegumento fino, de coloracdo marrom clara. As
espécies exalbuminosas utilizam os cotilédones como fonte de reserva da plantula,
durante as fases de desenvolvimentos (BEWLEY; BLACK, 1994; MELO et al., 2004).

2.2.2 Germinagao

A germinagao das sementes inicia apos a embebi¢cao de agua, possibilitando
a retomada do crescimento do embrido, que ira culminar no rompimento do
tegumento pela radicula e posterior desenvolvimento até o estabelecimento da
plantula. Este processo ocorre segundo um padrao trifasico de embebicdo, e é
estabelecido numa curva especifica para cada espécie (BEWLEY; BLACK, 1994).

De acordo com Marcos-Filho (2015), a primeira fase do padrao trifasico &
caracterizada por uma rapida absorgdo de agua, e da-se em todas as sementes,
sendo elas viaveis ou inviaveis. A fase Il do processo de embebicdo é restrita a
semente vivas, ocorrendo uma redug¢ao na velocidade de absor¢céo de agua seguida
por estabilizacdo, devido a turgidez das células. Nesta fase, ocorre intenso
transporte das substancias quebradas na fase I, do tecido de reserva para o tecido
meristematico. Na fase lll verifica-se um novo pico de absor¢ao de agua, como
consequéncia do crescimento do embrido, culminando na protrusdo da radicula
(BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS-FILHO, 2015).

Para que a germinagc&o ocorra, sao necessarias condigbes favoraveis, seja
em campo ou em ambiente controlado, sendo intrinsecas ou extrinsecas as
sementes. As condigdes intrinsecas estdo relacionadas com as caracteristicas
genéticas das sementes, e as extrinsecas s&o condigbes ambientais como umidade,
luz e temperatura (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Ainda, o tipo de substrato e

possiveis barreiras a germinagdo determinam diferentes respostas para cada
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especie, tornando indispensavel o conhecimento sobre o potencial germinativo em
especies florestais.

Como ja mencionado, pouco se sabe sobre a propagacado de A. brachiata;
porém, em estudos relacionados com espécies do mesmo género, observou-se
baixa porcentagem de germinacdo em Aegiphila Ihotzkiana Cham. (WETZEL; REIS;
RAMOS, 2003) e a presenca de dorméncia tegumentar em sementes de Aegiphila
sellowiana Cham., na qual o tegumento da semente € um fator de restricdo a
absor¢cao de agua (FERREIRA, 2016). Diante disso, estudos sobre a biologia e
germinagao das sementes do peloteiro sdo essenciais para o entendimento do
funcionamento da espécie e de sua regeneragéo.

A dorméncia, comum em espécies, € um processo caracterizado por um
atraso na germinacgao, decorrente da combinagcdo de condi¢gdes especificas de
ambiente, como fotoperiodo, temperatura, umidade e disponibilidade hidrica, que
provoca a interferéncia de um ou mais mecanismos de bloqueio, impedindo a
transcricdo da mensagem genética para ativacdo do processo metabdlico que
resulta na germinagcdo (MARCOS-FILHO, 2015). Assim, dorméncia constitui uma
estratégia de adaptacdo as condicbes adversas de ambiente, para o
desenvolvimento adequado da plantula.

As principais causas de dorméncia nas sementes estdo relacionadas a
fatores exdgenos, como impermeabilidade da “cobertura” (tegumento ou epicarpo) a
agua e/ou gases, resisténcia mecanica da “cobertura” e presenca de inibidores, ou a
fatores enddgenos relacionados ao préprio embrido, como embrido rudimentar e
imaturidade fisioléogica e, ainda, a combinacdo de fatores (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; MARCOS-FILHO, 2015). Um dos reguladores vegetais mais
utilizados na germinagao, pela quebra da dorméncia fisiolégica das sementes, é a
giberelina (GAs), a qual promove a sintese de enzimas, como a a-amilase,
envolvidas no enfraquecimento de tecidos que circundam o embrido, ou que ativam
a hidrélise de reservas (TAIZ et al., 2017).

A escarificacdo mecanica pode promover a germinacdo de sementes com
tegumento impermeavel a agua (MARCOS-FILHO, 2015). Ja a resisténcia mecéanica
da “cobertura”, associada a possivel acdo mecanica de tecidos que circundam o

embrido, impondo restricdo a sua expansao, € superada quando a barreira existente
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ao crescimento do embrido € enfraquecida ou eliminada para permitir a protruséo
radicular (MARCOS-FILHO, 2015). A definicdo do procedimento mais adequado de
superagao de dorméncia para diferentes espécie é baseada no desempenho delas

em testes de germinacao conduzidos em laboratério (MARCOS-FILHO, 2015).

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA

A utilizacdo de espécies nativas na silvicultura clonal pode ser dividida de
acordo com seus objetivos, podendo ser para fins produtivos ou para fins ambientais
(STUEPP et al., 2018). Para que a utilizagdo da propagacao vegetativa em espécies
com fins ambientais ndo seja incoerente, alguns aspectos devem ser considerados,
no que tange a garantia de manutengcdo de uma variabilidade genética adequada
com a utilizagdo de um maior numero de matrizes para a produgéo dos propagulos
iniciais (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006).

A propagagao vegetativa surge como uma oportunidade para produgéo de
mudas de espécies nativas que apresentam limitagdes na propagacdo seminal,
como sementes que apresentam dorméncia, espécies com indisponibilidade de
sementes e alto custo de aquisicdo, baixa porcentagem de germinacéo, e um longo
periodo para a formagao das mudas seminais (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006;
OLIVEIRA; RIBEIRO, 2013). Além disso, a propagacao vegetativa apresenta
vantagens como a uniformidade no plantio, maior produtividade, multiplicacdo de
individuos adaptados a sitios especificos e baixo custo, permitindo a producao de
mudas durante o ano todo (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009; WENDLING;
STUEPP; ZUFFELLATO-RIBAS, 2016).

Esta forma de propagacao baseia-se na multiplicagdo assexuada de partes
de plantas, originando individuos com caracteristicas idénticas a planta matriz. Uma
das etapas fundamentais na propagacado vegetativa € a formacédo do sistema
adventicio de raizes (COSTA et al.,, 2013). O processo de formagdo de novas
estruturas celulares esta relacionado com a aquisicdo de competéncia da célula em
responder de forma definida a um sinal hormonal especifico (CEDZICH et al., 2008;
THOMPSON, 2008; SILVEIRA et al. 2013; ALMEIDA et al., 2015), seguido pela

indugdo a wuma rota mofogénica especifica, diferenciacdo e, finalmente,
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desenvolvimento (ALMEIDA et al., 2015). Assim, os métodos de propagacao
vegetativa baseiam-se no principio da totipoténcia das células vegetais, ou seja,
apresentam informacéo genética capaz de gerar uma planta completa (ALMEIDA et
al., 2015).

2.3.1 Propagacao vegetativa via estaquia

A estaquia € considerada uma das técnicas mais importantes na propagagao
vegetativa, apresentando maior simplicidade, rapidez e baixo custo, sendo um dos
métodos mais utilizados na produgdo de mudas florestais em escala comercial
(ZUFFELLATO-RIBAS; RODRIGUES, 2001; HARTMANN et al., 2018). A viabilidade
desta técnica dependente da capacidade de formagao de raizes dos propagulos
utilizados, da qualidade do sistema radicular formado e do desenvolvimento posterior
da planta propagada por esse método na area de producao.

O processo de formacado de raizes adventicias consiste em trés fases
fisiolégicas sucessivas, porém interdependentes, com exigéncias diferentes:
inducdo, iniciacdo e expressdo. A fase de indugdo compde-se por eventos
moleculares e bioquimicos sem alteragdes visiveis; a fase de iniciagcdo engloba
divisdes celulares e organizacdo do primérdio radicial; a fase de expressédo é
conhecida pelo desenvolvimento do primérdio radicial e o surgimento da raiz (LI et
al., 2009).

O sucesso do enraizamento e da sobrevivéncia das estacas envolve
diversos fatores como as condi¢des fisiologicas da planta matriz (presenga de
carboidratos, substancias nitrogenadas, aminoacidos e compostos fendlicos
fornecidos pelas folhas e acumulados na zona de regeneragao de raizes), balango
hormonal, época de coleta dos propagulos, juvenilidade dos propagulos, dentre
outros (WENDLING; XAVIER, 2001; XAVIER; WENDLING, SILVA, 2009). Esses
fatores sao requeridos de forma diferente em cada etapa do processo de formacéao
de raizes adventicias, o que torna indispensavel a compreensao dos aspectos
fisiolégicos e bioquimicos envolvidos na formacado do sistema radicial (LI et al.,
2009).
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Nao existem informacdes na literatura a respeito da propagacao vegetativa
de A. brachiata, tampouco sobre estaquia de espécies do género Aegiphila. No
entanto, em observagdes a campo, nota-se que a espécie apresenta elevada
capacidade de rebrota apods situagdes de disturbio, como o corte ou quebra de
ramos e tronco pelo vento, demonstrando potencial de regeneragéo e possibilidade

de propagagao por segmentos de caule.

2.3.2 Fatores que influenciam o enraizamento adventicio

2.3.2.1 Balango hormonal e reguladores vegetais

Varios fatores influenciam o enraizamento das estacas, tanto os intrinsecos,
relacionados a prépria planta, como os extrinsecos, relacionados aos fatores
ambientais (COSTA et al., 2013; ZHANG et al., 2017). Em relagdo as condi¢des
internas da planta matriz, elas podem ser traduzidas pelo balango hormonal entre
inibidores, promotores e cofatores do enraizamento, interferindo na emissao e
crescimento das raizes.

Os horménios vegetais promovem, inibem ou modificam diversos fatores
fisiolégicos e morfolégicos (SANTNER; ESTELLE, 2009; VIEIRA et al., 2010), além
de executar papéis complexos, desempenhando efeitos diretos (divisdo celular ou
crescimento celular) ou indiretos (interagcdo com outras moléculas ou horménios) (LI
et al., 2009). O principal hormdnio envolvido no enraizamento adventicio é a auxina,
estudada e utilizada nos protocolos de propagacao de plantas, sendo o acido indol
acético (IAA) um dos principais indutores desse processo (COSTA et al.,, 2013;
STEFFENS; RASMUSSEN, 2016).

O IAA é considerado um horménio do crescimento, por induzir a dominancia
apical, a expansdo, divisdo e diferenciacdo celular, além de promover o
desenvolvimento de frutos e de raizes adventicias (SAIRANEN et al.,, 2012;
STEFFENS; RASMUSSEN, 2016; TAIZ et al., 2017). Este horménio é sintetizado
nas partes das plantas com crescimento ativo como meristema apical, gemas
axilares e folhas jovens (fonte) (POP; PAMFIL; BELLINI, 2011) e transportado

através do floema para a base das estacas (dreno), onde se concentram e, em
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conjunto com outras substancias nutritivas, sdo responsaveis pela formagao das
raizes (HARTMANN et al., 2018). Assim, a presenga de folhas e brotos pode afetar a
disponibilidade de auxina.

As auxinas podem coexistir na forma livre ou conjugada com agucares,
peptideos, aminoacidos e proteinas. A forma conjugada é inativa, representando-se
como uma das formas de controle dos niveis enddégenos deste horménio; apenas a
auxina na sua forma livre induz os processos fisiologicos (LUDWIG-MULLER, 2011;
PORFIRIO et al, 2016). Desta forma, o efeito do IAA é variavel, dependendo do nivel
de biossintese e conjugacéao, além de ter influéncia na capacidade de resposta dos
tecidos, estadio de enraizamento, sazonalidade, nivel de acucares, dentre outros
(SAIRANEN et al., 2012).

Uma das formas mais comuns de favorecer o balanco hormonal é a
aplicagao de reguladores vegetais na base das estacas, os quais elevam o teor de
auxinas no tecido, provendo maior numero, vigor e uniformidade de raizes (DIAS et
al., 2012; PIRES; WENDLING; BRONDANI, 2013). Esta suplementacado exégena de
auxina acelera a divisdo celular do cambio, promove o catabolismo do hormdnio
inibidor da formacao de raiz (acido abscisico) e a sintese de horménios enddgenos
(IAA, acido giberélico, citocinina), além de aumentar o metabolismo de carboidratos
e proteinas sollveis, desencadeando o processo de formacdo de raizes (AGULLO-
ANTON et al., 2011; AGULLO-ANTON et al., 2014; ZHANG et al., 2017).

O acido indol butirico (IBA) € o regulador vegetal mais empregado no
enraizamento adventicio de espécie florestais (DIAS et al., 2012; PIRES;
WENDLING; BRONDANI, 2013), por tratar-se de um composto nao téxico para a
maioria das plantas e por ser relativamente estavel, sendo considerado um dos
melhores estimulantes ao enraizamento, com boa estabilidade a luz e de acéao
localizada (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005). No entanto, a
concentragao ideal da aplicagdo desse composto varia com a espécie e com o grau
de juvenilidade do tecido, tornando-se primordial a realizacdo de pesquisas que
visem determinar a melhor concentragdo, em custo/beneficio, para cada espécie.

Na busca por alternativas ao uso de substancias sintéticas, varios estudos
vém sendo realizados com rizobactérias promotoras do crescimento de plantas

(RPCP), por exemplo, as do género Azospirillum, as quais apresentam, como



32

principais carateristicas, capacidade de fixacao bioldgica de N, aumento da atividade
da redutase do nitrato e produgdo de horménios vegetais como auxinas, citocininas
e giberelinas (RODRIGUEZ et al., 2004; CASSAN et al., 2009). Estudos confirmam
que o uso de RPCP (como Bacillus, Azospirillum e Pseudomonas) em estacas pode
aumentar a inducgéao radicial e a qualidade da raiz (numero e comprimento) devido a
essas bactérias auxiliarem na sintese de auxina endogena (IAA) (KARAKURT et al.,
2009; ERTURK et al., 2010; RAJAN; RADHAKRISHNA, 2013; SAYED; EL-
NAGGAR, 2014; MARIOSA et al., 2017).

A influéncia da auxina na promogao do sistema radicial é evidente (LI et al.,
2009; COSTA et al., 2013; ZHANG et al., 2017); no entanto, de acordo com Raven,
Evert e Eichhorn (2014), os horménios vegetais dificimente atuam de modo isolado,

sendo as respostas provenientes da interagao com outros fatores.

2.3.2.2 Maturagao/Juvenilidade

A idade da planta doadora de propagulos é um fator determinante no
processo de formagao do sistema radicial. De maneira geral, estacas coletadas de
plantas em crescimento juvenil possuem capacidade de enraizamento do que
aquelas coletadas de plantas adultas (ZHANG et al., 2017; HARTMANN et al.,
2018).

No entanto, para um uso adequado de espécies nativas na silvicultura
clonal, quando para fins ambientais (recuperacdo de ecossistemas degradados),
alguns aspectos devem ser considerados, principalmente no que tange a garantia da
manutencao de variabilidade genética adequada nos plantios clonais. Dessa forma,
a utilizagdo de matrizes maduras na propagacado vegetativa € importante por
possibilitar a coleta de um maior numero de gendtipos para a produgdo dos
propagulos iniciais (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006). Todavia, a maior
consequéncia da utilizacdo de propagulos oriundos de plantas cronologicamente
adultas (maduras) deve-se a reducdo da capacidade regenerativa (WENDLING;
TRUEMAN; XAVIER, 2014).

O material vegetal que contém caracteristicas juvenis possui condi¢cdes

fisiolégicas com maior propensdo a formagédo de raizes, como niveis de auxina
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endégena e cofatores do enraizamento (DIAS et al., 2012; WENDLING; TRUEMAN;
XAVIER, 2014; HARTMANN et al., 2018; STUEPP et al., 2018). Ja os efeitos da
maturagcdo em espécies lenhosas se apresentam por meio de alteragdes fisiologicas
e bioquimicas das plantas matrizes, refletindo em perda da capacidade de
enraizamento (OSTERC; STAMPAR, 2011; HUSEN, 2012; WENDLING; TRUEMAN;
XAVIER, 2014) e do vigor radicial (BITENCOURT et al., 2009).

O efeito da maturagao pode ser superado com a utilizagcdo de técnicas de
rejuvenescimento, visando a manutencdo da juvenilidade dos propagulos pela
aplicagao de tratos culturais, como poda, micropropagagao, enxertia ou estaquia
seriada, ou mesmo pela aplicagdo de reguladores vegetais (WENDLING;
TRUEMAN; XAVIER, 2014), podendo, dessa forma, aumentar a capacidade de
enraizamento e vigor radicial da planta.

A propagacéo vegetativa como alternativa a produgdo de mudas de espécies
nativas vem sendo muito discutida e € uma ferramenta para producéao florestal no
Brasil, podendo viabilizar a insercdo de espécies que apresentam limitagdes na
propagacaéo seminal. No entanto, ainda ha uma caréncia no conhecimento do
potencial de utilizagdo e de tecnologias de produgédo, sendo estes os grandes
limitantes a sua aplicacéo (STUEPP et al., 2017).

2.3.2.3 Epoca no ano

As variacdes de temperatura e fotoperiodo entre as estacbes do ano sdo
fatores de grande influéncia nas condigdes fisiologicas da planta matriz e,
consequentemente, interferem na capacidade de enraizamento. Temperaturas
elevadas coincidem com elevacdo no metabolismo da planta; as folhas se
encontram em maxima expansao, sendo eficientes na utilizacdo da luz, o que torna
as reagdes quimicas mais aceleradas e com maior sintese de auxina, resultando em
indices satisfatérios de enraizamento. Temperaturas mais baixas resultam em
diminuicdo no metabolismo e, consequente, redugdo nos indices de enraizamento
(ZUFFELLATO-RIBAS; RODRIGUES, 2001; RASMUSSEN et al., 2015; HARTMANN
et al., 2018).
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Outro fator importante, dependente das estacbes do ano, é a fenologia da
planta matriz. Quando a planta se encontra em floracdo ou frutificagdo, os
metabdlitos produzidos sdo translocados para o crescimento reprodutivo, ou seja,
producao de flores e frutos, tornando-se menos disponiveis para o enraizamento
adventicio (HARTMANN et al.,, 2018). A época de coleta também afeta a
consisténcia dos propagulos vegetativos, que tendem a ser mais herbaceos nos
periodos de crescimento vegetativo intenso, facilitando a emissdo de raizes
(PIVETTA et al., 2012) e mais lenhosos e lignificados quando coletados em periodos
de repouso vegetativo, resultando em menores indices de enraizamento
(WENDLING; BROOKS; TRUEMAN, 2015; ZHANG et al. 2016; STUEPP et al.,
2017).

A temperatura ideal de enraizamento é altamente variavel, fazendo-se
necessario identificar a melhor estagdo do ano para coleta dos propagulos para cada
especie. Também ¢é importante destacar que as estagdes possuem caracteristicas

muito distintas em diferentes regides, o que pode levar a resultados diversos.

2.3.2.4 Compostos bioquimicos

No processo de formacdo do sistema radicial ocorrem alteragdes
metabdlicas que incluem a agao enzimatica, hormonal e de outros compostos
bioquimicos atuando como indutores do enraizamento. Os principais compostos
bioquimicos enddgenos envolvidos no enraizamento adventicio sdo os carboidratos
(DIAS; ONO; RODRIGUES, 2011; DENAXA; VEMMOS; ROUSSOS, 2012), as
proteinas (ZHANG et al., 2016) e compostos fendlicos (ASLMOSHTAGHI; REZA-
SHAHSAVAR, 2010; DE KLERK et al., 2011).

A importéancia dos carboidratos na emissédo e formagéo de raizes vem sendo
bastante estudada. Sabe-se que o0s acgucares solluveis sdo produzidos pela
fotossintese e sao fonte de carbono e de energia para a biossintese de acidos
nucléicos e proteinas e de outras substéncias essenciais a formagao de raizes
(LIMA et al., 2011). Ainda, atuam na expressao génica (COSTA et al., 2013), como

componente estrutural celular (TAKAHASHI et al., 2003) e como molécula de
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sinalizacdo, desencadeando inuUmeras respostas fisiolégicas (ROLLAND; BAENA-
GONZALEZ; SHEEN, 2006).

A sacarose € uma fonte de carbono essencial, formada em tecidos
fotossinteticamente ativos como as folhas, e translocada para o local de consumo,
como a base das estacas, onde serdao formadas as raizes adventicias (AHKAMI et
al., 2009). Esse acgucar pode ser diretamente utilizado como recurso energético,
auxiliando no processo de divisdo celular para formagado do primérdio radicial, ou
pode ser convertido em compostos de armazenamento como o amido (AHKAMI et
al., 2009). Ja a glicose é uma importante molécula de sinalizagdo do acido abscisico
e etileno, atuando indiretamente na sinalizagdo da auxina devido a interagcao desses
horménios, agindo por meio da acdo de quinases receptoras (LEON; SHEEN, 2003;
ROLLAND; BAENA-GONZALEZ; SHEEN, 2006; WIND; SMEEKENS; HANSON,
2010).

Outros exemplos de compostos bioquimicos associados ao enraizamento séo
as proteinas, por auxiliarem na indugcdo, formacao e desenvolvimento de raizes
adventicias (HUSEN, 2008), e por estarem envolvidas na sinalizagdo e biossintese
de auxinas, atuando principalmente como enzimas (SAIRANEN et al., 2012).

Assim como auxinas e acgucares, certas proteinas sdo conhecidas por
regularem respostas ambientais em plantas, e por funcionarem como interruptores
na inducao da biossintese de IAA e agucares (LEIVAR; CODORNA, 2011). Sairanen
et al. (2012) afirmam que as auxinas, agucares e proteinas sdo capazes de atuar,
isoladamente, no crescimento e desenvolvimento das plantas e que, juntos, esses
elementos formam um mecanismo de controle que coordena dinamicamente o
crescimento em resposta as mudangas ambientais. Os autores relatam, ainda, que
os produtos da fotossintese regulam a biossintese de IAA, sendo esta regulagéo
mediada por proteinas.

A relagao entre teor de proteinas e enraizamento adventicio ja foi descrita por
alguns autores. Em uma espécie arbérea nativa do Brasil, Tibouchina sellowiana, as
maiores concentragdes de proteinas ocorreram nas €pocas com menores
porcentagens de enraizamento (outono e inverno) (BORTOLINI et al., 2008). No
entanto, em um estudo com estaquia de llex paraguariensis, as estagcdes mais

quentes (primavera e verao) contribuiram com maiores teores de proteinas,
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acucares e |IAA nas estacas, sendo também as estagcbes com maiores taxas de
enraizamento (SA et al., 2021).

Os compostos fendlicos estdo envolvidos em diferentes etapas da formacao
de raizes adventicias, funcionando como cofatores do enraizamento por atuarem
sinergicamente com as auxinas, causando modificacdes na atividade da IAA-oxidase
(SCHWAMBACH et al.,, 2008; ASLMOSHTAGHI; REZA-SHAHSAVAR, 2010; DE
KLERK et al.,, 2011; SHIOZAKI; MAKIBUCHI; OGATA, 2013). Esses compostos
possuem um grupamento hidroxila ligado a um anel aromatico, apresentando
estrutura quimica variavel (ANGELO; JORGE, 2007), podendo inibir ou estimular o
enraizamento de acordo com sua composi¢ao quimica e concentragado (SHIOZAKI,
MAKIBUCHI; OGATA, 2013).

Os compostos fendlicos agem como antioxidades na formagao de raizes
adventicias, protegendo tanto o tecido vegetal do estresse oxidativo causado pelo
corte, quanto o IAA da oxidacdo (DE KLERK; KRIEKEN; JONG, 1999). Certos
compostos fendlicos, como o floroglucinol e acido clorogénico, atuam prevenindo a
degradacdo de auxinas pelas peroxidases, estimulando, assim, o enraizamento
(SHIOZAKI; MAKIBUCHI; OGATA, 2013).

Eesses compostos sao requeridos de maneira distinta nas diferentes fases
do enraizamento adventicio (indugéao, iniciagdo e expressao), sendo o maior teor de
fendlicos totais observados na fase de iniciacao do primérdio radicial (ROUT, 2006).
Schwambach et al. (2008) verificaram um aumento do teor dos compostos fendlicos
durante a fase de formacado das raizes, sugerindo que essa resposta pode ser em
virtude da necessidade de redugao do transporte auxinico durante esta etapa.

Os di e polifendis agem como antioxidantes protetores, diminuindo a sintese
de IAA-oxidase, enquanto que os monofendis aumentam a sintese de IAA-oxidase.
Assim, os niveis de auxina, que sao requeridos em concentragcoes distintas nas
diferentes fases do enraizamento, podem ser controlados pelos diferentes
compostos fendlicos, por atuarem na atividade da IAA-oxidase (DE KLERK et al.,
2011).

O enraizamento adventicio € um processo complexo que envolve diversos
fatores e possui influéncia substancial da composigdo bioquimica dos propagulos.

Diante disso, torna-se clara a necessidade de se compreender ndo somente a base
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fisiolégica, como também a base bioquimica que envolve a formacdo do sistema

radicial.

2.3.2.5 Anatomia caulinar

A formacdo de raizes adventicias provém da rediferenciacdo de varios
tecidos celulares, sendo representada por dois padrbes de desenvolvimento: o
direto, no qual a formagao da raiz se da por meio dos tecidos caulinares, como os
tecidos subepidérmicos, do cortex, do cambio, do floema secundario, do periciclo ou
dos feixes vasculares; e o indireto, onde a emissao de raizes é antecipada por uma
etapa intermediaria, na qual ocorre a formagdo de uma massa irregular de células
parenquimaticas (calos) que, ao se dividirem de forma organizada, se diferenciam
em raizes adventicias (HARTMANN et al., 2018).

No entanto, por mais que algumas espécies apresentem rizogénese indireta,
com a formacao de calos antecipando a emissao radicial, em outras espécies essa
massa irregular de células pode prejudicar o enraizamento adventicio. Em
Eucalyptus benthamii a presengca de calos compromete a conexao vascular,
influenciando no desenvolvimento da planta (BRONDANI et al., 2012). Em Rosa
helenae ‘Semiplena’ o uso do regulador vegetal NAA na estaquia resultou na
produgao abundante de calos, que obstruiu a iniciagao radicial, diminuindo as taxas
de enraizamento (MONDER; KOZAKIEWICZ; JANKOWSKA, 2019). Dessa forma,
informagdes sobre a estrutura interna do caule sdo de importancia na propagagao
vegetativa, para o conhecimento da origem dos primoérdios radiciais e, também, para
deteccao de possiveis barreiras ao enraizamento.

Varios estudos anatébmicos sugerem correlacdo entre a dificuldade de
enraizamento e a presenca de uma camada de células esclerenquimaticas que
formam um anel continuo na regidao cortical e do periciclo, bem como um cortex
espesso, 0s quais podem formar uma barreira mecanica bloqueando a formacao dos
primérdios radiciais (ONO; RODRIGUES, 1996; MAYER et al., 2008; ZHANG et al.,
2009; LIMA et al., 2011; PORFIRIO et al., 2016; DENAXA et al., 2019). Essas
barreiras anatbmicas podem reduzir a absor¢do e o movimento da auxina exégena

aplicada nas estacas, tornando o estimulo da auxina fraco e insuficiente para induzir
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a desdiferenciacdo das células cambiais e a iniciagdo radicial, estando
negativamente relacionadas com a capacidade de enraizamento das estacas
(DENAXA et al., 2019).

No entanto, em estudo com estaquia de llex paraguariensis, a presenga de
anel esclerenquimatico circundando o sistema vascular ndo atuou como barreira ao
enraizamento adventicio (SA et al., 2021). Ainda, Latoh (2019) identificou a presencga
de anel continuo de fibras perivasculares que nédo impediram a formacao de raizes
adventicias em miniestacas de Tibouchina heteromalla e Tibouchina sellowiana;
contudo, o autor sugere que a baixa quantidade de raizes em T. sellowiana é
decorrente da presenga de inumeras emergéncias e drusas que, em conjunto,
atuaram como uma barreira fisica dificultando a ruptura do cértex pelas raizes
adventicias.

Desta forma, o sucesso no enraizamento pode ser parcialmente associado
com a localizagdo dos potenciais locais de iniciagao radicial e as analises
morfoanatdmicas de estacas podem contribuir para o melhor entendimento das

variagbes na capacidade rizogénica.
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3 CAPITULO | - POTENCIAL GERMINATIVO E PROPAGAGAO VEGETATIVA DE
Aegiphila brachiata Vell.*

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial germinativo de Aegiphila
brachiata (peloteiro) e sua propagagdo por meio da técnica de estaquia, e a
influéncia da idade da planta matriz e do uso de acido indol butirico e Azospirillum
brasilense no enraizamento adventicio. Assim, foi realizada a caracterizagao fisica
do lote de sementes e posteriormente o teste de germinagdo, com e sem
escarificagdo das sementes e com trés concentragdes de giberelina (0, 50 e 100 mg
L' GAs3). Para estaquia, foram realizados dois experimentos com estacas
provenientes de matrizes rejuvenescidas e adultas. Para ambos experimentos, as
estacas foram submetidas a tratamentos com acido indol butirico (0, 1500, 3000 e
6000 mg L") e solugdo composta de Azospirillum brasilense (50% e 100% da
concentragdo comercial), mantidas em casa de vegetagao por 30 dias. Nao houve
germinagao de nenhuma semente, sendo identificada uma barreira no endocarpo a
emissao da radicula. O uso de Azospirillum brasilense ndo se mostrou eficiente na
indugao radicial. A estaquia por meio de matrizes rejuvenescidas é recomendada
para produgdo de mudas da espécie (53,75 % de enraizamento), sendo necessaria
aplicagdo de 6000 mg L' IBA. Estacas provenientes de matrizes adultas ndo sado
recomendadas para produgdo de mudas do peloteiro (A. brachiata) por
apresentarem baixos indices de enraizamento (10%) e elevada mortalidade
(68,33%).

Palavras-chave: Sementes. Estaquia. Acido indol butirico. Peloteiro. Rizobactérias.

*Artigo publicado - MAGGIONI, R. A.; VIEIRA, L. M.; INVERNIZZI, S.F.; CARPANEZZI, A. A;
ZUFFELLATO-RIBAS, K. C. Germination potential and vegetative propagation of Aegiphila brachiata
Vell. CERNE, v. 26, n. 2, p.222-231, 2020.
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GERMINATION POTENTIAL AND VEGETATIVE PROPAGATION OF Aegiphila

brachiata Vell

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the germination potential of
Aegiphila brachiata (peloteiro) and its propagation through stem-cuttings, and the
influence of the age of parental plants and the application indolebutyric acid (IBA)
and inoculant of Azospirillum brasilense influence adventitious rooting of the species.
Thus, the physical characterization of a seed lot and a germination test were
performed, both with or without seed scarification and at three gibberellin
concentrations (0, 50 and 100 mg L' GAs). For stem-cuttings, two experiments were
carried out with cuttings, one with young individuals and the other with adult trees. In
both experiments, stem-cuttings were submitted to treatments with IBA (0, 1500,
3000 and 6000 mg L") and a solution of A. brasilense (50% and 100% of the
commercial concentration) for rooting in a greenhouse for 30 days. No seeds
germinated and a barrier of radicle emission was identified in the endocarp. The
inoculation of stem-cuttings with A. brasilense revealed no influence in rhizogenesis.
The stem-cutting technique from young trees is recommended for plantlet production
of this species (53.75% rooting), requiring 6000 mg L' IBA application under the
conditions that were adopted. Stem-cuttings from adult trees are not recommended
for the production of plantlets of peloteiro (A. brachiata) due to the low rooting rates
(10%) and high mortality (68.33%).

Keywords: Seeds. Stem-cuttings. Indolebutyric acid. Peloteiro. Rhizobacteria.
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3.1 INTRODUGAO

Aegiphila brachiata Vell. (Lamiaceae), conhecida popularmente como
peloteiro, € uma espécie florestal nativa, de estagio inicial de sucessao, com
ocorréncia no sudeste e sul do Brasil (HARLEY et al., 2015). Existem poucos
estudos destinados a esta espécie; entretanto, nota-se que ela apresenta alta
capacidade de producdo de biomassa, rapido crescimento em condi¢cdes adversas,
producdo de frutos de sindrome zoocodrica e alta resisténcia as perturbagoes
ambientais, sendo de elevado potencial para reflorestamentos destinados a
recuperacao de ecossistemas degradados.

Embora a questdo ambiental tenha se popularizado, promovendo um
aumento na demanda por mudas de espécies florestais nativas, a oferta é
significativamente inferior a demanda potencial (ALMEIDA, 2016). O sucesso na
producao de mudas, com finalidade econémica ou conservacionista, depende do
conhecimento dos processos de formacao e do poder germinativo de cada espécie,
que esta diretamente relacionado a qualidade fisioldgica, fisica, sanitaria e genética
da semente utilizada (REGO et al., 2009).

Viveiristas apontam que a germinagdo de A. brachiata € nula, mesmo em
periodos longos de observacao. Segundo Santos et al. (2003), a limitagdo na
producao de mudas de espécies nativas esta relacionada a dificuldades na obtencéao
de sementes, além da ocorréncia de dorméncia nas sementes, que retardam a
germinagdo. A dorméncia, comum em espécies nativas, €& um processo
caracterizado por um atraso na germinacgao, devido a fatores endégenos (dorméncia
fisiolégica e morfoldgica), relacionados ao préprio embrido, ou por fatores exdégenos,
como a restricdo a entrada de agua pelo tegumento (dorméncia tegumentar)
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Um dos reguladores vegetais mais utilizados na
germinacgao, pela superagao da dorméncia fisiolégica das sementes, € a giberelina
(GAs), que atua na sintese de enzimas-chaves, como a a-amilase, essenciais a
degradacio de reservas acumuladas no endosperma e embrido, liberando energia
para a protrusdao da radicula (TAIZ et al., 2017). Com base nisso, pesquisas
organizadas sao de extrema importancia para identificar a eficiéncia ou ndo da

propagacao seminal da espécie.
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A propagacao vegetativa pode ser uma excelente alternativa para producéo
de mudas para fins ambientais, em espécies que apresentam limitacbes na
propagacao seminal (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006; OLIVEIRA; RIBEIRO,
2013), garantindo uniformidade no plantio, maior produtividade e, acima de tudo,
permitindo a producdo de mudas durante o ano todo (XAVIER; WENDLING, SILVA,
2009; WENDLING; STUEPP; ZUFFELLATO-RIBAS, 2016).

Dentre as técnicas de propagacao vegetativa, a estaquia é considerada um
dos meétodos mais importantes, economicamente viavel, de grande simplicidade e
rapidez na execugédo (ZUFFELLATO-RIBAS; RODRIGUES, 2001; HARTMANN et
al.,, 2018; STUEPP et al., 2018). O processo de formagado radicial é bastante
complexo e é influenciado pela idade da planta matriz € um fator determinante no
processo rizogénico, dado que propagulos provenientes de plantas em crescimento
juvenil possuem maior capacidade de enraizamento do que aqueles provenientes de
plantas adultas (HARTMANN et al., 2018; STUEPP et al., 2018). Ainda, a aplicagao
de substancias promotoras do enraizamento, como o acido indol butirico (IBA), pode
acelerar o processo de formagao de raizes e a uniformidade do enraizamento (DIAS
et al., 2012; PIRES; WENDLING; BRONDANI, 2013). Além disso, produtos a base
de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR), como os do género
Azospirillum, podem produzir horménios vegetais como auxina (MARIOSA et al.,
2017; ROSA et al., 2018), aumentando a inducéo radicial e qualidade da raiz (MELO
et al., 2012; VOGEL; MARTINKOSKI; RUZICKI, 2014).

A fim de se obter informagdes relevantes sobre a produgao de mudas de A.
brachiata, o presente estudo tem por objetivos avaliar o potencial germinativo de
sementes da espécie, bem como a viabilidade da propagacéo vegetativa por meio
da técnica de estaquia. Para isso, foram avaliados o efeito da escarificacdo e de
diferentes concentragbes de GAs na germinagao de A. brachiata, bem como a
influéncia de rizobactérias (Azospirillum brasilense) e do acido indol butirico (IBA) no

enraizamento de estacas provenientes de matrizes rejuvenescidas e adultas.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos: potencial germinativo de sementes de
A. brachiata (Experimento I), eficiéncia da técnica de estaquia a partir de propagulos
provenientes de plantas rejuvenescidas (Experimento Il) e de plantas adultas

(Experimento Ill) da espécie.

3.2.1 Experimento | — Potencial germinativo de sementes de A. brachiata

A coleta de frutos foi realizada de fevereiro a margo de 2019, em fragmentos
da Floresta Ombrofila Mista nos municipios de Campo do Tenente (25°58 'S e 49°40"
W) e Bocaiuva do Sul (25°12 'S e 49°06' W), no estado do Parana, Brasil. De acordo
com a classificagdo Kdppen, o clima da regido é temperado Cfb.

Os frutos maduros recém caidos, de coloragdo amarela, foram coletados no
solo, selecionando-se apenas aqueles que nao apresentavam lesdes visiveis. O
beneficiamento foi realizado manualmente, despolpando-se os frutos com auxilio de
peneiras. Apdés a extragcdo, as sementes foram deixadas sobre papel filtro em
bancada de laboratério, em temperatura ambiente, para secagem superficial.

Para caracterizagao fisica do lote, o grau de umidade (%) foi determinado
em quatro repeticoes de 10 sementes por repeticdo pelo método de estufa a
105°C = 3 °C por 24 horas, apods peso constante. O peso de mil sementes (PMS) foi
obtido utilizando-se oito repeticdes de 100 sementes, pesadas em balanca analitica
com precisado de 0,0001 g, de acordo com as metodologias descritas nas Regras de
Analise de Sementes (Brasil, 2009). Com base nisso, o numero de sementes por
quilograma e a biomassa seca de 1000 sementes também foram determinadas.

Para estudo de absorgdo de agua das sementes foram utilizadas quatro
repeticoes de 50 sementes por repeticdo. As sementes foram colocadas em caixas
plasticas transparentes, tipo “gerbox”, imersas em agua destilada e mantidas em
germinador tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD) com temperatura constante de
25°C. As avaliagbes foram realizadas a cada trés horas nas primeiras 12 horas e
depois diariamente até o vigésimo dia. Ao final de cada intervalo de tempo as

sementes foram retiradas dos “gerbox”, colocadas sobre folhas de papel toalha para
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retirada do excesso de umidade externa, pesadas em balanca (precisao de 0,0001
g) e em seguida colocadas novamente nos gerbox e na BOD. O teor de agua das
sementes foi determinado a partir do grau de umidade, descrito anteriormente.

Como tratamento pré-germinativo, todas as sementes foram esterilizadas
com solugdo de hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) por cinco minutos. O
experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado em um arranjo
fatorial 2 x 3, com e sem escarificagdo e trés concentragbes de giberelina (0, 50 e
100 mg L' GAs). Cada tratamento continha oito repeticbes e 25 sementes por
unidade experimental.

Na escarificagdo, as sementes foram lixadas na regido oposta a micropila
com auxilio de um rebolo. O plantio foi realizado em caixas “gerbox”, desinfestadas
com alcool 70% e preenchidas com vermiculita de granulometria fina, umedecida
com 100 ml de solugdo aquosa de GAs, nas diferentes concentracbes. Apds o
plantio das sementes, os “gerbox” foram alocados em germinador Mangelsdorf, com
temperatura de 25°C e luz constante, durante 150 dias. Foi avaliada a porcentagem
de germinagao das sementes (%G), o indice de velocidade de germinagao (IVG) e o

tempo médio de germinacao (TMG).

3.2.2 Experimento Il - Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes rejuvenescidas

Ramos herbaceos de A. brachiata foram coletados em 12 de dezembro de
2018 em um jardim clonal a campo com exemplares de aproximadamente 2 anos de
idade e 1,2 m de altura, oriundos de mudas produzidas por estaquia caulinar,
localizadas em area pertencente a Embrapa Florestas em Colombo-PR, Brasil
(25°20° S e 49°14’ W, 950 m). Segundo a classificagdo de Kdppen, o clima da regido
€ temperado do tipo Cfb.

A partir do material vegetal coletado, foram confeccionas estacas caulinares
com 8 + 1 cm de comprimento, com corte em bisel na base e reto no apice,
mantendo-se um par de folhas reduzidas a metade na porgéo apical. Em seguida, foi
realizada a desinfestacdo do material com hipoclorito de sédio a 0,5% durante 10

minutos, seguida de lavagem em agua corrente por 5 minutos.



45

Apos a desinfestacdo, as bases das estacas foram tratadas com solugdes
hidroalcodlicas (50% v/v) de IBA, por 10 segundos de imersdao e com solugdes
aquosas de Azo Total® (inoculante composto de Azospirillum brasilense, estirpes
AbV5 e AbV6, na concentragdo de 2 x 108 unidades formadoras de colénias mL™")
por 15 minutos de imerséo, conforme os seguintes tratamentos: T1: testemunha,
estacas sem tratamento; T2: 1500 mg L' IBA; T3: 3000 mg L' IBA; T4: 6000 mg L’
IBA; T5: 50% Azo Total® (inoculante diluido em agua 1:1) e T6: 100% Azo Total®
(inoculante puro). O IBA P. A. utilizado foi do Laboratério Sigma e o Azo Total® da
Total Biotecnologia Industria e Comércio Ltda.

O plantio foi realizado em tubetes de polipropileno com capacidade de 53
cm?®, preenchidos com vermiculita de granulometria fina, sendo as estacas
enterradas 5 de seu comprimento e mantidas em casa de vegetagado climatizada
com nebulizagao intermitente (temperatura de 24°C + 2°C e 80% de umidade relativa
do ar).

O experimento foi implantado num delineamento inteiramente casualizado,
com seis tratamentos e quatro repeticbes cada, contendo 20 estacas por unidade
experimental. Apos 30 dias da instalacdo do experimento foram avaliadas as
seguintes variaveis: porcentagem de sobrevivéncia (estacas vivas, sem a presenca
de calos e sem raizes) (S); porcentagem de enraizamento (estacas vivas, com ou
sem calos, que apresentaram raizes de pelo menos 1 mm de comprimento) (E);
numero de raizes por estaca (NR); comprimento das trés maiores raizes por estaca
enraizada (cm) (CMR); porcentagem de calogénese (estacas vivas, sem raizes, com
formagdo de massa indiferenciada na base) (C); porcentagem de retencao foliar
(estacas que mantiveram as folhas originais no leito de enraizamento até o momento
da avaliacéo) (RF) e emisséo de novas brotacdes (EB).

Neste experimento, posteriormente a avaliagdo, 50 estacas enraizadas
foram transplantadas para vasos de 2 litros contendo substrato comercial a base de
casca de pinus e vermiculita expandida, a fim de se avaliar a sobrevivéncia das
mudas. Apds o plantio, os vasos foram mantidos em casa de sombra, com 50% de
sombreamento e irrigagao por microaspersao (trés irrigagdes diarias de 10 minutos e
vazao de 144 L hora'), durante 15 dias, para aclimatagdo. Posteriormente, as

mudas permaneceram em area de pleno sol, com irrigagdo por microaspersao (trés
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irrigagbes diarias, 5 minutos duragdo e vazédo de 144 L hora™), durante 90 dias,

quando avaliou-se a porcentagem de mudas vivas.

3.2.3 Experimento Il — Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes adultas

Ramos semilenhosos do ano de A. brachiata foram coletados em 12 de
dezembro de 2018, a partir de 20 matrizes adultas, de ocorréncia natural, com
aproximadamente 7 m de altura, localizadas em area pertencente a Embrapa
Florestas, situada em Colombo-PR. (25°19’ S and 49°09’ W, 917 m). A metodologia
e o0 delineamento estatistico utilizados neste experimento foram os mesmos
empregados para estaquia de matrizes rejuvenescidas, mas ndo houve avaliagao de

mudas apos o enraizamento.

3.2.4 Analises estatisticas

As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett (p < 0,05) sendo, posteriormente, submetidas a analise de variancia
(p < 0,01 e p<0,05) e suas médias comparadas pelo teste de Tukey, utilizando-se o

programa estatistico Assistat versado 7.7 (SILVA, 2019).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Experimento | - Potencial germinativo de sementes de A. brachiata

As sementes de A. brachiata apresentaram grau de umidade de 16,43% e
peso de mil sementes igual a 568,24 g (CV% = 2,58%), resultando em 1.760
sementes por quilograma e 474,88 g de biomassa seca de mil sementes.

O teste de absorg¢ao de agua das sementes do peloteiro foi realizado com o
objetivo de identificar um possivel impedimento tegumentar a absor¢ao de agua. Por
meio da curva de embebicdo, apresentada na FIGURA 3.1, verifica-se um pico de
absorc¢ao no primeiro dia, seguido de crescimento gradativo lento até o oitavo dia, a

partir do qual a curva se estabiliza, ndo sendo observada a emissao de radicula.
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FIGURA 3.1 CURVA DE EMBEBICAO DE SEMENTES DE A. brachiata EM AGUA DESTILADA
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FONTE: A autora (2022).

Nao foi possivel realizar andlise estatistica para nenhuma das variaveis
propostas (%G, IVG e TMG), pois ao término de 150 dias nao foi observada emissao
de radicula em nenhuma semente. Por mais que a escarificagdo tenha auxiliado no
processo de absorgdo de agua, notou-se que, em algumas sementes escarificadas,
0 embrido se expandiu para fora do endocarpo (FIGURA 3.2A), sem forgas para
emitir a radicula e, apés um més da instalagdo do experimento, observou-se 100%
de mortalidade nas sementes escarificadas, por apodrecimento do embrido.

As sementes do peloteiro s&o envoltas por uma grossa camada de
endocarpo corneo de, aproximadamente, 1,7 mm de espessura. Este endocarpo
forma internamente uma barreira dura que fecha a micrépila, impedindo tanto a

expansao do embrido como a emergéncia da raiz primaria (FIGURA 3.2B).
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FIGURA 3.2 SEMENTES DE A. brachiata: EMBRIAO EXPANDINDO PARA FORA DO ENDOCARPO
(A); ENDOCARPO FORMANDO UMA BARREIRA FISICA (B).

sem

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: em: embrido; end: endocarpo; sem: semente.

3.3.2 Experimento || — Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes rejuvenescidas

De acordo com a ANOVA, houve diferenca  significativa
(p < 0,01) para porcentagem de enraizamento entre os diferentes tratamentos.
Nota-se pela Figura 3.3A, um incremento gradativo no enraizamento das estacas
conforme aumenta-se a concentracdo de IBA, indicando o efeito positivo da
aplicagdo de auxina, uma vez que a testemunha apresentou apenas 22,5% de
enraizamento, enquanto na maior concentragdo 6000 mg L' de IBA o enraizamento
foi de 53,75%. A inoculagcdo de A. brasilense nao se mostrou eficiente no
enraizamento adventicio de A. brachiata, apresentando resultados inferiores ou
semelhantes a testemunha (FIGURA 3.3A). Em relagdo a porcentagem de
calogénese, houve diferenga significativa (p > 0,01) nos tratamentos, constatando-se

uma relagao inversa com o enraizamento (FIGURA 3.3).
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FIGURA 3.3 PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO (A) E CALOGENESE (B) EM ESTACAS
ORIUNDAS DE PLANTAS REJUVENESCIDAS DE A. brachiata EM DIFERENTES TRATAMENTOS.
T1: controle; T2: 1500 mg L' IBA; T3: 3000 mg L' IBA; T4: 6000 mg L' IBA; T5: 50% Azo Total® e
T6: 100% Azo Total®

70 80 68754
60 5375 a 70
1 55 ab
50ab T
2 50 o 0 iy
S 38,75 ab D 50 42,5 ab
E 40 325ab @
N T 240
o 275b
T30 225b 2250 T #P 23750
& O 30 T
16,25b ©
X 20 “ 20
10 I 10 I
0 0
T T2 T3 T4 5 T6 ™ T2 T3 T4 5 T6

Tratamentos @ Tratamentos

FONTE: A autora (2022).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Barras verticais

correspondem ao erro padrao da média.

Além disso, no presente estudo, ndao houve diferenga significativa para as
variaveis numero de raizes por estaca, comprimento médio de raizes, retencao foliar
e emissao de novas brotagdes nos tratamentos. No entanto, o maior numero de
raizes foi observado no tratamento com maior concentragcdo de IBA (6000 mg L")
(TABELA 3.1), e o maior comprimento de raizes foi observado no tratamento com o
uso 100% do inoculante de A. brasilense. Quanto as variaveis retencao foliar e
emissdo de novas brotacbes, ndo houve diferenca significativa nos diferentes
tratamentos; porém, também se observa um acréscimo nos valores conforme
aumenta-se a concentracao de IBA (TABELA 3.1).

Apds o enraizamento das estacas e transplantio das mudas, em 90 dias
verificou-se 80% de sobrevivéncia e um rapido crescimento das mesmas (FIGURA
3.4A). Ademais, em apenas um més do transplantio foi observada produgdo de
flores nas mudas (FIGURA 3.4B), afirmando a precocidade de produgao por meio
desta técnica de propagacao, uma vez que as plantas matrizes ja tinham atingido

sua maturidade fisioldgica.
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TABELA 3.1 NUMERO DE RAIZES POR ESTACAS (NR), COMPRIMENTO MEDIO DAS TRES
MAIORES RAIZES (CMR), RETENCAO FOLIAR (RF) E EMISSAO DE NOVAS BROTACOES (EB)
EM ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS REJUVENESCIDAS DE A. brachiata APOS 30 DIAS DE
PLANTIO, EM DIFERENTES TRATAMENTOS.

Tratamentos NR ﬁ:lyln? :3/':) :Eo/?)
Testemunha 2,39 a 4,85 a 48,75 a 16,25 a
1500 mg L' IBA 4,76 a 514 a 56,25 a 2250 a
3000 mg L-"IBA 3,54 a 3,74 a 57,50 a 31,25a
6000 mg L' IBA 4,90 a 4,14 a 72,50 a 48,75 a
50% Azo Total® 2,48 a 3,39 a 52,50 a 17,50 a
100% Azo Total® 3,50 a 6,77 a 57,50 a 26,25 a
Média 3,59 4,67 57,50 27,08
CV (%) 39,41 39,64 27,00 69,49

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

FIGURA 3.4 A. brachiata: ALTA PRODUGCAO DE BIOMASSA DAS MUDAS APOS 90 DIAS DO
TRANSPLANTIO (A); DETALHE DO FLORESCIMENTO DAS MUDAS APOS 30 DIAS DO
TRANSPLANTIO (B).

FONTE: A autora (2022).
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3.3.3 Experimento Il — Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes adultas

Neste experimento, de acordo com a ANOVA, houve diferenga significativa
(p < 0,01) apenas para a variavel porcentagem de enraizamento. Verificou-se
acréscimo gradativo no enraizamento com o aumento da concentragdo do IBA.
Todavia, os resultados sao insatisfatorios, visto que a maior porcentagem de
enraizamento foi 10% na concentragdo 6000 mg L-'. Ainda, houve auséncia de
enraizamento na testemunha e nos tratamentos com o inoculante Azo Total®
(FIGURA 3.5).

FIGURA 3.5 PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO EM ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS
ADULTAS DE A. brachiata EM DIFERENTES TRATAMENTOS. T1: controle; T2: 1500 mg L' IBA;
T3: 3000 mg L' IBA; T4: 6000 mg L IBA; T5: 50% Azo Total® e T6: 100% Azo Total®.
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FONTE: A autora (2022).

Médias seguidas da mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Pela TABELA 3.2 nota-se que nao houve diferenga significativa entre as
meédias para nenhuma das demais variaveis nos diferentes tratamentos, de acordo
com o teste de comparagcdo de meédias. No entanto, percebe-se um acréscimo no
numero e comprimento de raizes com o aumento da concentragéo de IBA.

De forma geral, a porcentagem de calogénese e sobrevivéncia das estacas

foram baixas em todos os tratamentos, bem como a inducdo de novas brotagcdes
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(TABELA 3.2). Além disso, nota-se uma baixa porcentagem de retencéo foliar
(média geral de 30%).

TABELA 3.2 NUMERO DE RAIZES POR ESTACAS (NR), COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES
(CMR), PORCENTAGEM DE CALOGENESE (C), SOBREVIVENCIA (S), EMISSAO DE NOVAS
BROTAGOES (EB) E RETENGAO FOLIAR (RF) EM ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS
REJUVENESCIDAS DE A. brachiata APOS 30 DIAS DE PLANTIO, EM DIFERENTES
TRATAMENTOS.

MR EB RF
Tratamentos NR g:m) (C%) (S%) (%) (%)
0 mg L 0,00 a 0,00 a 8,75 a 25,00 a 8,75 a 28,75 a
1500 mg L' IBA 1,25 a 0,35a 12,50 a 16,25 a 3,75a 26,25 a
3000 mg L-'IBA 1,75 a 0,60 a 6,25 a 11,25 a 3,75a 20,00 a
6000 mg L-IBA 2,00 a 1,33 a 12,50 a 18,75 a 6,25 a 41,25 a
50% Azo Total® 0,00 a 0,00 a 12,50 a 26,25 a 5,00 a 38,75 a
100% Azo Total® 0,00 a 0,00 a 13,75 a 11,25 a 3,70 a 25,00 a
Média 0,83 0,38 11,04 18,12 5,21 30,00
CV (%) 206,88 187,48 93,81 63,62 89,80 43,92

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Experimento | - Potencial germinativo de sementes de A. brachiata

A principal finalidade da analise fisica de sementes & determinar a qualidade
de um lote e seu valor para a semeadura e armazenamento, uma vez que a
qualidade pode ser vista como um padréao de exceléncia em certos atributos que vao
determinar o desempenho das sementes na germinagdo (BRUNING; LUCIO;
MUNIZ, 2011). Ndo ha estudos anteriores sobre o comportamento de sementes da
espécie, tanto na descrigao fisica do lote quanto na sua germinacgao.

Aqui, o peso de 1000 sementes de A. brachiata foi de
568,24 g, com 1760 sementes por quilograma. Em comparacado, Aegiphila
integrifolia, espécie muito comum do género, apresenta sementes bem menores,
resultando em 26.075 sementes por quilograma (FRIGIERI et al., 2016). Segundo

Gongalves et al. (2013), as analises biométricas das sementes sdao muito
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importantes pois auxiliam na determinacdo de mecanismos de dispersao, bem como
na diferenciacdo entre espécies do mesmo género, além da identificagdo da
variabilidade genética dentro e entre as populagodes.

As sementes de A. brachiata apresentaram grau de umidade de 16,43%.
Nao ha relatos na literatura que descrevam a tolerancia da espécie a dessecagao e
armazenamento. No entanto, as sementes de Aegiphila sellowiana sao descritas
como intermediarias quanto a sua tolerédncia ao dessecamento (MAYRINCK;
AFONSO; DAVIDE, 2016), apresentando teores de agua de até 14,7%
(NASCIMENTO; LAFETA; FERREIRA, 2017). A resposta das sementes varia
amplamente de uma espécie para outra, o que leva alguns autores a postular niveis
de recalcitrancia ou graus de tolerancia a dessecagao, variando de altamente
intolerante a altamente tolerante (BARBEDO; CENTENO; FIGUEIREDO-RIBEIRO,
2013). Assim, sdo necessarios mais estudos para desenvolver tecnologia para
producado e armazenamento eficientes de sementes de A. brachiata.

O processo de germinagao de sementes inicia com a embebicdo de agua,
que possibilita a ativacdo do metabolismo no embrido, que por sua vez emite a
radicula e se desenvolve até o estabelecimento da plantula. Este processo ocorre
segundo um padrao trifasico de embebicao. A primeira fase é caracterizada por uma
rapida absor¢cdo de agua, geralmente nas primeiras horas, devido a diferenca de
potencial hidrico entre a semente e o meio. Na fase Il do processo de embebicao
ocorre intenso transporte das substancias quebradas na fase |, do tecido de reserva
para o tecido meristematico, e estabilizagcdo na absor¢do de agua. Ja na fase lll,
ocorre um novo pico de absor¢do de agua, como consequéncia da germinacgao
(BEWLEY; BLACK, 1994). Embora tenha sido observada uma rapida absorgéo nas
primeiras horas de embebi¢cdo (FIGURA 3.1), o conteudo de agua nas sementes
aumentou apenas 6,56% no primeiro dia, indicando que o grau de umidade passou
de 16,43% para apenas 23%. Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), a germinagao
de sementes cotiledonares ocorre quando na fase | do processo de embebicdo o
conteudo de agua na semente oscila de 35 a 40%. Esses percentuais sao quase o
dobro do observado no presente estudo, indicando que a cobertura que envolve as
sementes de A. brachiata pode ser consideravelmente impermeavel, dificultando a

absor¢ao da agua.
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Durante a fase Il do processo de embebi¢ao ocorre intenso transporte das
substancias quebradas na fase |, do tecido de reserva para o tecido meristematico, e
estabilizacdo na absor¢do de agua. Ja na fase lll, ocorre um novo pico de absorg¢ao
de agua, como consequéncia da germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1994). Ainda que
tenha ocorrido uma estabilizacdo na absorgdo de agua das sementes de A.
brachiata, caracteristica da segunda fase, até o vigésimo dia elas ndo adentraram na
terceira fase do processo de embebicdo, ndao sendo observada a emissdo da
radicula. Esses resultados sugerem que as sementes da espécie apresentam
alguma restricao a absor¢ao de agua, como dorméncia tegumentar.

Como apresentado anteriormente, ndo houve germinacdo de nenhuma
semente apos 150 dias de instalagao do experimento. De acordo com Santos et al.
(2003), a propagacao de espécies nativas €, frequentemente, limitada pela
ocorréncia de dorméncia nas sementes, o que retarda a sua germinagcéo. Uma das
principais razbes da dorméncia nas sementes decorre da restricdo a entrada de
agua pelo tegumento. No entanto, no presente estudo embora a escarificacdo tenha
auxiliado no processo de absorgdo de agua, o endocarpo que envolve a semente
forma internamente uma barreira dura que fecha a micropila, impedindo tanto a
expansao do embrido como a emergéncia da raiz primaria.

Situacdo parecida é observada em sementes de Bertholletia excelsa
(castanha-do-brasil), que apresenta, externamente a semente, um endocarpo duro e
de pouca permeabilidade a agua, que confere resisténcia a emissao da radicula. Em
germinagdo de castanha-do-brasil, observa-se que sementes com o endocarpo
levam de 12 a 18 meses para germinar, enquanto que sementes sem o endocarpo
germinam de 20 a 30 dias (MAUES et al., 2015). Com base nisso, novos estudos
podem ser realizados com a retirada do endocarpo na germinagao de sementes de
A. brachiata. Todavia, este € um processo trabalhoso, delicado e que requer pratica,

para nao causar danos a semente.

3.4.2 Experimento || — Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes rejuvenescidas

Houve um efeito positivo da aplicacdo de auxina no enraizamento adventicio

z

de A. brachiata. Quando o nivel endégeno de auxina na planta é insuficiente, a
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aplicagdo de auxinas sintéticas mais estaveis, como o IBA, é importante para
promover um equilibrio hormonal adequado que favorega a indugao radicial (PIRES;
WENDLING; BRONDANI, 2013). No entanto, a concentragdo ideal de aplicagéo
destes reguladores vegetais varia de acordo com o nivel endégeno de acido indol
acético (IAA) em cada espécie, hormbnio responsavel pela formacédo de raizes
(ERTURK et al., 2010; HARTMANN et al.,, 2018), da idade da planta matriz
(STUEPP et al., 2018), da época de coleta dos propagulos (OLIVEIRA; RIBEIRO,
2013), do substrato (ARI, 2016), dentre outros fatores.

Alguns autores relatam o potencial efeito das rizobactérias no enraizamento,
sendo estes microrganismos capazes de produzirem auxinas endogenas (IAA) nas
plantas (ERTURK et al., 2010; MARIOSA et al., 2017). Por mais que seja evidente a
insuficiéncia do nivel endégeno de auxina na espécie em estudo, o uso de Azo
Total® n&o apresentou efeito positivo na indugao radicial. Esses resultados sugerem
baixa suscetibilidade da espécie a penetragdo e colonizagdo desses
microrganismos, sem resposta a inoculagao.

A porcentagem de calogénese foi inversamente proporcional ao
enraizamento adventicio. A formagdo de calos pode indicar baixa juvenilidade do
material propagado, condicbes ambientais favoraveis para enraizamento e equilibrio
entre concentragdes enddégenas de auxina e citocinina (IKEUCHI; SUGIMOTO;
IWASE, 2013; NASRI et al.,, 2015; HARTMANN et al.,, 2018). Sabe-se que a
formacdo de raizes adventicias pode ocorrer a partir do calo. Esta rota de
rizogénese ocorre quando as células de divisdo ndo orientada formam calos, os
quais sao grupos de células de crescimento desorganizado que, ao se dividirem de
forma organizada, se diferenciam em raizes adventicias (HARTMANN et al., 2018).
Deste modo, provavelmente, a aplicacdo de IBA antecipou a diferenciacdo celular
nas estacas do peloteiro, contribuindo com o surgimento de raizes adventicias a
partir das células parenquimaticas indiferenciadas, num processo chamado
rizogénese indireta, visto que todas estacas enraizadas apresentaram ocorréncia
simulténea de calosidade.

O maior numero de raizes foi observado no tratamento com maior
concentracédo de IBA, demonstrando a eficiéncia deste regulador vegetal. Além

disso, embora n&o tenha sido eficiente na indugao radicial da espécie, nota-se um
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potencial uso de A. brasiliense no desenvolvimento das raizes, podendo auxiliar na
sobrevivéncia das mudas a campo. Desta forma, novos estudos sdo necessarios
para provar a eficiéncia da combinacdo do IBA com rizobactérias, no qual o IBA
poderia auxiliar na indugao de raizes e as rizobactérias no crescimento das mesmas.
Além da inducgao radicial, as variaveis numero de raizes por estaca e comprimento
médio de raizes sdo de extrema importancia, por garantirem o sucesso do plantio
das mudas a campo. Mudas com sistema radicial de melhor qualidade tendem a ter
uma maior sobrevivéncia e desenvolvimento a campo, pela melhor fixagao ao solo, e
por contribuirem com uma absorgao mais eficiente de agua e nutrientes (REIS et al.,
2000).

A aplicacdo de IBA também favoreceu a retencéo foliar e a emissao de
novas brotagdes. A importancia da retencéao foliar, ou seja, a manutencao das folhas
deixadas no momento da confeccdo das estacas, esta diretamente relacionada a
inducao radicial, principalmente por este 6rgao atuar no fornecimento de certos
compostos, como carboidratos, auxinas e cofatores do enraizamento, os quais
podem ser translocados via floema a base das estacas, estimulando, desse modo, a
formacao de raizes (FRAGOSO et al., 2015).

De acordo com Hartmann et al. (2018), as vantagens da propagacao
vegetativa estdo relacionadas com o estabelecimento de gendtipos superiores, com
caracteristicas genéticas idénticas a planta matriz (clone), permitindo
homogeneidade de producdo e florescimento acelerado. Assim, considerando os
problemas ja mencionados em relagdo a propagacdo seminal apresentada no
Experimento |, aliado ao bom desempenho de sobrevivéncia e crescimento das
mudas apos o transplantio, ndo soé reforcam a eficiéncia da técnica de estaquia para
producdo de mudas da espécie, como enfatizam o sucesso desta técnica na
reducdo do periodo juvenil, com antecipacao do florescimento e posterior produgéo

de frutos.

3.4.3 Experimento Il — Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes adultas

Os resultados com estaquia de matrizes adultas foram insatisfatorios devido

aos baixos percentuais de enraizamento mesmo com a aplicacdo do IBA e, a
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auséncia de enraizamento no controle e nos tratamentos com o inoculante Azo
Total®. Alguns autores relatam que as rizobactérias sdo capazes de produzirem
auxinas endogenas (IAA) nas plantas, auxiliando no enraizamento (ERTURK et al.,
2010; MARIOSA et al., 2017). No entanto, os resultados obtidos discordam da
literatura, sugerindo que o nivel de auxina endégena na planta foi insuficiente para
promover a inducdo radicial, e que a espécie apresenta baixa suscetibilidade a
penetracao e colonizagao de rizobactérias, pois ndo respondeu a inoculagio.

A utilizacdo de propagulos maduros na propagacao vegetativa tem por
objetivo principal a obtengdo da maior variabilidade genética possivel, pela
possibilidade de coleta de um grande numero de plantas matrizes. Quando a
finalidade na producdo de mudas de espécies nativas € ambiental, € necessario
garantir a variabilidade genética, sendo importante que os propagulos sejam
coletados de um numero minimo de matrizes (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006).
Todavia, a maior consequéncia da maturagao em espeécies lenhosas é a reducao na
capacidade regenerativa, refletida diretamente na inducédo radicial e vigor do
enraizamento, ou seja, propagulos provenientes de plantas adultas possuem menor
capacidade de enraizamento do que aqueles provenientes de plantas em
crescimento juvenil. Isso porque o material vegetal que contém caracteristicas
juvenis possui condi¢des fisioldgicas, tais como o balango hormonal, que favorecem
o enraizamento (DIAS et al.,, 2012; WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014;
HARTMANN et al., 2018; STUEPP et al., 2018). Desta forma, o estado de maturagao
do propagulo vegetativo pode ter influenciado negativamente o enraizamento
adventicio da espécie em estudo, visto que no tratamento testemunha houve
auséncia de inducéo radicial.

A aplicagdo exdégena de auxinas, como o IBA, tem efeito positivo no
enraizamento adventicio, auxiliando na formagéo de um sistema radicial vigoroso,
com qualidade e quantidade de raizes, aumentando a porcentagem, uniformidade e
velocidade do enraizamento (DIAS et al., 2012; PIRES; WENDLING; BRONDANI,
2013). Embora nado tenha sido observada diferenga significativa, percebe-se um
acréscimo no numero e comprimento de raizes com o aumento da concentracédo de
IBA, reforcando o potencial da aplicagédo desse regulador vegetal no enraizamento

adventicio da espécie.
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Analisando os baixos valores encontrados para as demais variaveis
(calogénese, sobrevivéncia, mortalidade, emissdo de novas brotagbes e retencao
foliar), esses resultados estdo, possivelmente, relacionado a insuficiéncia de
carboidratos nas estacas como recurso energético, sendo consequéncia do estadio
de lignificacdo pela utilizagdo de propagulos maduros, contribuindo com indices
baixos de enraizamento e elevada mortalidade das estacas (média geral de
68,33%).

A retencao de folhas é importante para o enraizamento e sobrevivéncia de
estacas. O gradiente de auxina nos segmentos € um fator importante para a indugao
da zona de abscisdo, com baixos niveis de auxina enddégenos, levando a formagéo
da camada de abscisdo na base do peciolo da folha, que é sensivel ao equilibrio
auxinal/etileno, causando queda precoce da folha, pois auxina suprime o efeito
etileno (ITO; NAKANO, 2015; TAIZ et al., 2017; MARASEK-CIOLAKOWSKA et al.,
2020).

Este fato é justificado pela maior porcentagem de retencao foliar (41,25%)
ser observada no tratamento com aplicagcdo da maior concentragao do IBA (6000 mg
L"), aliado a auséncia de enraizamento no tratamento testemunha, indicando que os
niveis enddgenos de auxina eram insuficientes para promoverem o enraizamento da
espéecie, bem como para garantirem a sobrevivéncia das estacas.

Assim, a utilizagdo de propagulos provenientes de matrizes adultas néo é
indicada para propagacao vegetativa de A. brachiata por apresentar baixos indices

de enraizamento e elevada mortalidade.

3.5 CONCLUSOES

Sementes de A. brachiata possuem baixo potencial germinativo, devido a
uma barreira fisica do endocarpo, ndo somente a absor¢géo de agua como a emissao
da radicula.

A estaquia por meio de propagulos provenientes de matrizes rejuvenescidas
€ viavel e recomendada para producdo de mudas do peloteiro. A adigdo exodgena de

acido indol butirico (IBA) é necessaria para indugao radicial, sendo a concentragao
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de 6000 mg L' a mais indicada. A inoculagao de Azospirillum brasilense em estacas
nao influencia a rizogénese da espécie.
A estaquia com o uso de propagulos provenientes de matrizes adultas ndo é

indicada para producédo de mudas de A. brachiata.
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4 CAPITULO Il - ANALISES MORFOBIOMETRICAS DE FRUTO, SEMENTE E
PLANTULA E GERMINAGAO DE Aegiphila brachiata Vell.

RESUMO

Aegiphila brachiata (peloteiro) € uma espécie florestal nativa do Brasil, com
enorme potencial para uso em restauracéo ecoldgica. Devido a escassez de estudos
referentes a espécie, objetivou-se com o presente trabalho -caracterizar a
morfobiometria de fruto, semente e plantula e avaliar a germinacdo conforme
diferentes métodos de superacado de dorméncia mecanica e diferentes temperaturas.
Foram determinadas as caracteristicas fisicas, além da descricdo morfologica
interna e externa dos frutos e sementes, fases da germinagdo e desenvolvimento
inicial da plantula. O teste de germinacdo foi executado num delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3, sendo dois métodos de
superacao de dorméncia (retirada parcial e total do endocarpo) e trés temperaturas
(20, 25 e 30°C), com oito repeti¢cdes de 25 sementes. Determinou-se a porcentagem
de germinagdo, o indice de velocidade de germinacdo e tempo médio de
germinagdo. Os frutos sdo do tipo carnoso indeiscente com calice persistente. O
pirénio é constituido pelo endocarpo e a semente, sendo as sementes
exalbuminosas, com embrido axial. A germinacdo é hipégea e a plantula
criptocotiledonar. A retirada total do endocarpo € o método mais indicado para
superagao da dorméncia mecanica (28,50% de germinacgdo) e as temperaturas de
25 e 30°C sao recomendadas para germinacao.

Palavras-chave: Lamiaceae, espécie nativa, peloteiro, temperatura, dorméncia

mecanica.
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MORPHOBIOMETRIC ANALYSES OF FRUITS, SEEDS AND SEEDLINGS AND
GERMINATION OF Aegiphila brachiata Vell.

ABSTRACT

Aegiphila brachiata (peloteiro) is a native Brazilian forest species with
enormous potential for use in environmental restoration. Due to the scarcity of
studies related to the species, the objective of this study was to characterize the
morphobiometry of fruit, seed and seedling and to evaluate the germination,
submitted to different methods of overcoming mechanical dormancy and different
temperatures. Physical characteristics were determined, in addition to the internal
and external morphological description of fruits and seed, germination phases and
initial seedling development. The germination test was performed in a completely
randomized design, in a 2x3 factorial scheme, being two methods of overcoming
dormancy (partial and total removal of the endocarp) and three temperatures (20, 25
and 30°C), with eight replications of 25 seeds. Germination percentage, germination
speed index and mean germination time were determined. The fruits are of the
indeiscent fleshy type with persistent chalice. The pyrene consists of the endocarp
and the seed, and the seeds are exalbuminous, with axial embryo. Germination is
hypogeal and the cryptocotyledonar seedling. Total endocarp removal is the most
indicated method for overcoming mechanical dormancy (28.50% of germination) and
temperatures of 25 and 30°C are recommended for germination.

Key-words: Lamiaceae, native specie, peloteiro, temperature, mechanical dormancy.
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4.1 INTRODUGCAO

Pesquisas relacionadas as espécies florestais nativas sdo importantes do
ponto de vista ecoldgico, pois auxiliam no planejamento de projetos de restauracao
ambiental (ROCHA et al., 2014; GARRETT et al., 2020). Aegiphila brachiata Vell.
(Lamiaceae), conhecida como peloteiro, é nativa das regides Sudeste e Sul do
Brasil, principalmente na Floresta Ombréfila Mista (FRANCA, 2003; HARLEY et al.,
2015). Trata-se de uma planta lenhosa, decidua, de estagio inicial de sucessao,
podendo atingir até 7 m de altura (TRONCOSO, 1974; FRANCA, 2003).

A espécie apresenta baixo potencial de germinagdo em consequéncia de
uma barreira fisica provocada pelo endocarpo, a qual impede a absor¢ao de agua e
a emissao da radicula. Os autores verificaram auséncia de germinagéo apés 150
dias de observagdes e relatam que o tratamento com sementes escarificadas
resultou em 100% de mortalidade, devido ao apodrecimento do embrido. Com base
nisso, pesquisas organizadas sao de extrema importancia para identificar e melhorar
a eficiéncia da propagacao seminal da espécie (MAGGIONI et al., 2020).

O conhecimento das estruturas morfolégicas em espécies florestais nativas
auxilia na identificagao taxonémica e na compreensao da autoecologia das espécies,
dos mecanismos de dispersao, ciclo bioldgico, processo regenerativo, crescimento e
desenvolvimento, além da propagacdo e expansdao do comeércio de sementes e
mudas (BATISTA et al.,, 2011; ALVES et al., 2013; GOGOSZ et al., 2015). Além
disso, estudos relacionados a biometria de frutos e sementes podem fornecer
subsidios importantes na determinacdo das caracteristicas de dispersao,
diferenciacao de espécies e variabilidade genética dentro da populagdo (SANTOS et
al., 2009; GONCALVES et al., 2013).

Testes laboratoriais sob condi¢des controladas sdo importantes na produgao
do conhecimento referente ao potencial germinativo das sementes (DUARTE et al.,
2015). Caracteristicas como viabilidade, dorméncia, condi¢bes do ambiente (agua,
luz, temperatura), tipo de substrato, além de possiveis barreiras a germinacao,
determinam diferentes respostas para cada espécie (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012), o que torna prioritario o conhecimento dessas condigdes em estudos de

sementes florestais.



66

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivos caracterizar a
morfobiometria de fruto, semente e plantula e avaliar o potencial germinativo de
sementes de A. brachiata, submetidas a diferentes métodos de superacdo de

dorméncia mecanica em diferentes temperaturas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2 1 Coleta e beneficiamento

Os frutos maduros, de coloracdo amarela, foram coletados do chao, logo
apods sua queda. A coleta de frutos foi realizada no periodo de fevereiro a marco de
2020, em fragmentos da Floresta Ombrdfila Mista localizados nos municipios de
Campo do Tenente (25° 59' 55" S e 49° 40' 6" W) e de Bocaiuva do Sul (25° 11' 46"
S € 49° 6' 34" W), no Estado do Parana, Brasil.

Os frutos foram transportados até o Laboratério de Sementes Florestais do
Departamento de Ciéncias Florestais, da Universidade Federal do Parana (UFPR)
em Curitiba-PR, para beneficiamento e posterior realizacdo dos experimentos. Apds
a despolpa em agua corrente, com auxilio de peneiras, os pirénios (endocarpo +
semente) foram colocados para secar em ambiente natural de laboratério para a

perda do excesso de agua (aproximadamente 24 horas).

4.2.2 Morfobiometria de frutos, sementes e plantulas e caracterizacédo fisica das

sementes

Para caracterizagdo biométrica do fruto, pirénio e semente de A. brachiata,
utilizaram-se 50 unidades tomadas aleatoriamente do lote. O comprimento e o
didmetro dos frutos e pirénios foram mensurados com o auxilio de um paquimetro
digital, sendo considerados o eixo longitudinal como o comprimento e o didmetro em
angulo reto com o eixo anterior na parte mais larga. Para sementes foram
considerados comprimento, largura e espessura. A pesagem de frutos, pirénios e
sementes foi realizada em balanga analitica. A porcentagem de polpa (mesocarpo +

epicarpo) foi determinada com base na diferenga entre a massa total dos frutos e a
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massa dos pirénios, sendo a porcentagem calculada na divisdo da massa da polpa
pela massa do fruto. Foram determinados os valores minimos e maximos, as
meédias, desvio padrao e o coeficiente de variagao para cada variavel.

Para caracterizagéo fisica do lote, o grau de umidade (%) foi determinado
em quatro repeticdes de 25 sementes pelo método de estufa a 105°C + 3°C por 24
horas, e o peso de mil sementes (PMS) foi obtido utilizando-se oito repetigcdes de
100 sementes, pesadas em balanga analitica com precisdo de 0,0001 g, de acordo
com as metodologias descritas nas Regras de Analise de Sementes (BRASIL,
2009a). Com base nisso, o numero de sementes por quilograma e a biomassa seca
de 1000 sementes também foram determinados.

Para descri¢cdo e ilustragdo morfologica dos frutos e sementes, utilizou-se
uma amostra de trabalho de 50 unidades. Os frutos foram descritos em: tipo,
deiscéncia, caracteristicas do epicarpo (textura, cor), mesocarpo (consisténcia e cor)
e endocarpo (consisténcia e cor). As sementes foram descritas nos aspectos
externos e internos. Os aspectos externos observados foram: cor, textura e
consisténcia do tegumento, posigao do hilo e micropila. Para o estudo da morfologia
interna, as sementes foram hidratadas em agua destilada e, com auxilio de Iamina
de bisturi, foram feitas seg¢des transversais e longitudinais, sendo identificadas e
ilustradas as seguintes caracteristicas: presenga ou auséncia de endosperma, tipo
de embrido, cor e forma do eixo embrionario.

Para caracterizar as plantulas e os estadios de germinagdo, 10 sementes
germinadas (sem endocarpo) foram inseridas em bandejas plasticas contendo
substrato vermiculita e mantidas em camara de germinacgao tipo Biochemical Oxigen
Demand (BOD) a uma temperatura de 25°C e luz branca constante. As observagoes
do desenvolvimento foram realizadas diariamente apds o inicio da germinagao,
sendo as mudas observadas do 1° ao 15° dias apds a germinacéo. Nesta etapa,
foram descritos e ilustrados: tipo de germinagao, hipocdétilo, epicétilo, cotilédones e
edfilo.

As observagdes foram realizadas com o auxilio de microscopio
estereoscoépico de mesa e a olho nu. As ilustragdes foram feitas manualmente e as

denominacodes utilizadas para descrever frutos, sementes e plantulas de A. brachiata
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foram baseadas no trabalho de Barroso (1999) e no Glossario llustrado de
Morfologia (BRASIL, 2009b).

4.2.3 Superacao de dorméncia e temperaturas para germinagao em laboratério

Como tratamento pré-germinativo, todas as sementes foram esterilizadas
com solugéo de hipoclorito de sddio (2,5% de cloro ativo) por cinco minutos, seguida
de lavagem em agua corrente. Posteriormente, foram aplicados os tratamentos de
retirada parcial e total do endocarpo.

Para superacdo da dorméncia mecanica, desenvolveu-se, em condi¢ao
inédita, a metodologia “grampo sargento” para remogao parcial e total do endocarpo
utilizando-se um grampo sargento tipo C 2”. Cada pirénio foi colocado no grampo
sargento tipo C 2” e, apos fixado (FIGURA 4.1A), submetido a uma presséo de 180 a
360° no sentido horario, contando-se um estalo decorrente da quebra do endocarpo
para retirada parcial do mesmo (FIGURA 4.1B), e dois estalos para retirada total do
endocarpo (FIGURA 4.1C).

FIGURA 4.1 METODOLOGIA DE SUPERAGAO DE DORMENCIA MECANICA EM A. brachiata:
GRAMPO SARGENTO (A); RETIRADA PARCIAL DO ENDOCARPO (B); RETIRADA TOTAL DO
ENDOCARPO (C).

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: pir: pirénio.
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A fim de avaliar o efeito dos dois métodos de superagdo de dorméncia
(retirada parcial e total do endocarpo) e trés temperaturas de germinagao (20, 25 e
30°C), o experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado em um
arranjo fatorial 2 x 3. Cada tratamento foi composto por oito repeticbes e 25
sementes por unidade experimental.

O teste de germinagao foi realizado em caixas “gerbox”, desinfestadas com
alcool 70% e preenchidas com vermiculita de granulometria fina (aproximadamente
30 g), umedecida com 100 mL de agua destilada. As caixas foram alocadas em
germinadores do tipo Mangelsdorf, nas trés temperaturas e sob luz branca
constante. Foi realizada a reposi¢céo da agua sempre que necessario.

As avaliagdes ocorreram diariamente, iniciadas no primeiro dia apds a
instalacdo do experimento e continuaram por trés dias consecutivos até a
estabilizacdo da germinacgéo, apos 36 dias de experimento. O critério de germinagao
adotado foi a protrusdo da raiz primaria, de aproximadamente 3 mm de
comprimento. Apos o encerramento dos experimentos, as sementes que nao
germinaram foram classificadas como sementes duras ou sementes atacadas por
fungos.

Foram calculados o percentual de germinagcédo, o indice de velocidade de
germinacao (MAGUIRE, 1962) e o tempo médio de germinacao (TMG) (LABORIAU,
1983). As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett e, posteriormente, submetidas a analise de variancia (p < 0,01 ep <

0,05) tendo suas médias comparadas pelo teste de Tukey.

4.2.3 Métodos de superagao de dorméncia na germinagao em viveiro

Este experimento foi conduzido em viveiro do Grupo de Estudo e Pesquisa
em Estaquia (GEPE), da Universidade Federal do Parana (UFPR), na cidade de
Curitiba-PR, Brasil. Segundo a classificagdo de Koppen, o clima da regido é
temperado do tipo Cfb. O experimento foi instalado em 31 de margo de 2020,
visando avaliar diferentes métodos de superacao de dorméncia na germinagao da
espécie. Os tratamentos utilizados foram: T1: testemunha (sementes com o
endocarpo) (FIGURA 4.2A); T2: retirada total do endocarpo (FIGURA 4.2B); T3:
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retirada parcial do endocarpo (FIGURA 4.2C); T4: endocarpo enfraquecido com
pirégrafo (FIGURA 4.2D).

FIGURA 4.2 TRATAMENTOS COM DIFERENTES METODOS DE SUPERAGAO DE DORMENCIA
EM A. brachiata: TESTEMUNHA (A); RETIRADA TOTAL DO ENDOCARPO (B); RETIRADA
PARCIAL DO ENDOCARPO (C); ENDOCARPO ENFRAQUECIDO COM PIROGRAFO (D).

FONTE: A autora (2022).

A metodologia utilizada para retirada parcial e total do endocarpo foi a
mesma do experimento anterior. Para o enfraquecimento do endocarpo com
pirografo, desenvolveu-se metodologia em condigdo inédita, no qual realizou-se,
longitudinalmente ao pirénio, trés passadas consecutivas (FIGURA 4.3A), com o
intuito de enfraquecer o envoltério da semente sem causar danos a mesma
(FIGURA 4.3B).
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FIGURA 4.3 METODOLOGIA DE SUPERACAO DE DORMENCIA EM A. brachiata:
PIROGRAFO (A); TRATAMENTO COM ENDOCARPO ENFRAQUECIDO COM
PIROGRAFO (B).

(o s (B)

FONTE: A autora (2022).

A semeadura foi realizada em tubetes de polipropileno com capacidade de
110 cm?3 contendo substrato comercial Tropstrato®, mantidos em casa de sombra
com 50% de sombreamento e irrigagéo por microaspersao (trés irrigacdes diarias de
10 minutos e vazao de 144 L hora) durante, aproximadamente, 210 dias, quando
nao havia mais nenhuma semente com emissao de radicula. O experimento seguiu
estrutura de um delineamento inteiramente casualizado, contendo quatro
tratamentos com cinco repeticdes cada e 25 sementes por unidade experimental. Ao
final do experimento, avaliou-se a porcentagem de germinagdo e o numero de

plantulas normais.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Morfobiometria de frutos, sementes e plantulas e caracterizagao fisica das

sementes
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A. brachiata possui frutos do tipo carnoso indeiscente, oval, de superficie lisa
e brilhante, de coloragéo verde quando imaturo (FIGURA 4.4A) tornando-se amarelo
quando maduro (FIGURA 4.4B). O calice é persistente e o fruto desprende-se do
longo pedicelo, quando maduro. O fruto enquadra-se no tipo nuculanio, por
apresentar pericarpo fino, mesocarpo carnoso e endocarpo lenhoso (FIGURAS 4.4B
e 4.4C) (BARROSO et al.,, 1999). Os frutos possuem em média 27,2 mm de
comprimento, 17,9 mm de didmetro e 5,2 g de massa fresca com 90,60% de polpa.

Cada fruto possui de um a trés pirénios (TABELA 4.1).

FIGURA 4.4 FRUTOS DE A. brachiata: RAMO COM FRUTOS VERDES PRESOS AO CALICE (A);
FRUTOS MADUROS (B); FRUTO MADURO EM CORTE LONGITUDINAL (C).

FONTE: A autora (2022).

LEGENDA: ca: calice; ep: epicarpo; mes: mesocarpo; pir: pirénio.
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TABELA 4.1 DETERMINAGAO DO COMPRIMENTO, DIAMETRO, MASSA, NUMERO DE
SEMENTES/FRUTO E PORCENTAGEM DE POLPA DE FRUTOS DE A. brachiata.

Variavel Minimo Média Maximo DP CV (%)
Comprimento (mm) 22,54 27,23 38,12 2,20 8,07
Diametro (mm) 16,10 17,86 23,03 1,88 10,51
Massa Total (g) 3,17 5,24 9,47 1,15 22,06
N° Sementes/Fruto 1,00 1,14 3,00 0,67 52,44
Polpa (%) 86,37 90,60 94,52 1,82 2,01

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

A coloracdo amarela dos alimentos € atribuida a presenca de carotenoides,
pigmentos naturais com propriedades biolégicas importantes a saude humana
(SOUZA et al., 2012; XAVIER; PEREZ-GALVEZ, 2016). No Brasil, a ingestdo média
de carotenoides per capita se mostra abaixo dos valores recomendados, e por isso
pesquisas que identifiquem a presencga de carotenoides em frutos nativos do Brasil
tém sido realizadas (AMANCIO; SILVA, 2012; EGEA; MARCIONILIO, 2022). Ha
relatos, pouco aprofundados, que os frutos amarelos do peloteiro sdo comestiveis,
com sabor e textura agradaveis (FRANCA, 2003; ROLIM; REIS, 2016; BRACK et al.,
2020), caracteristicas que contribuem para a realizagdo de pesquisas quanto as
suas propriedade nutracéuticas.

O pirénio é constituido pelo endocarpo mais a semente e possui forma
geométrica oblonga, com base arredondada e apice acuminado. O endocarpo que
envolve a semente é corneo, com coloragdo castanho-clara e estrias brancas no
sentido longitudinal e, quando hidratado, ndo apresenta qualquer modificagao
aparente (FIGURA 4.5A). Os pirénios apresentam em média 13,4 mm de
comprimento, 8,1 mm de didmetro e 0,56 g de massa fresca (TABELA 4.2).

O endocarpo tem aproximadamente 1,7 mm de espessura. Este endocarpo
espesso impde uma restricdo a expansao do embrido, além de formar internamente
uma barreira rigida que fecha a micropila, impedindo a emergéncia da raiz primaria
(FIGURA 4.5B). Este fato ja foi relatado por Maggioni et al. (2020), os quais
relacionaram o baixo potencial germinativo de A. brachiata a presenga desse

endocarpo rigido.
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FIGURA 4.5 SEMENTE E PLANTULA DE A. brachiata: PIRENIO (A); APARENCIA INTERNA DO
ENDOCARPO (B); SEMENTE EM SECCAO LONGITUDINAL (C); SEMENTE EM SECCAO
TRANSVERSAL (D); PROTRUSAO DA RAIZ PRIMARIA (E); INICIO DO CRESCIMENTO DA PARTE
AREA (F); PLANTULA (G).

1=

E=

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: end: endocarpo; tg: tegumento; ex: eixo embrionario; co: cotilédones; rp: raiz primaria; ep:

epicotilo; hp: hipocétilo; eo: edfilos; rs: raiz secundaria. llustrado por Natanael Nascimento.
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TABELA 4.2 DETERMINACAO DO COMPRIMENTO, DIAMETRO E MASSA FRESCA DE PIRENIOS
DE A. brachiata.

Variavel Minimo Média Maximo DP CV (%)
Comprimento (mm) 12,00 13,46 15,54 0,80 5,94
Didmetro (mm) 6,50 8,12 9,30 0,53 6,53
Massa (g) 0,25 0,56 0,66 0,08 14,29

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

De acordo com Marcos-Filho (2015), essa causa de dorméncia esta
associada a possivel agao mecanica de tecidos que circundam o embrido, incluindo
a parte do ovario (pericarpo e suas divisdes), as quais impdem restricdo mecanica a
expansdo do embrido. Assim, a barreira existente ao crescimento do embrido
deveria ser “enfraquecida” ou eliminada para permitir a protrusdo radicular. Desta
forma, pode-se afirmar que as sementes de A. brachiata possuem dorméncia
mecanica, na qual o endocarpo restringe a germinagao.

Esse tipo de dorméncia imposta pela resisténcia do endocarpo a expansao
do embrido ja foi relatado em outras espécies, como Calophyllum brasiliense
(Clusiaceae), na qual autores sugerem que a remoc¢éo do endocarpo favorece o
crescimento do embrido e, consequentemente, proporciona vantagens no
desenvolvimento inicial e crescimento das plantas, sendo uma estratégia vantajosa
para producdo de mudas (SILVA et al., 2019). Segundo Chia et al. (2016), o
endocarpo € uma estratégia mecanica de dorméncia que requer enfraquecimento ao
longo do tempo, acarretando em quebra da dorméncia fisiologica do embrido, a qual
promoveria a ruptura do endocarpo para que, assim a germinagao possa Ocofrer.

Nao ha relatos na literatura que permitam compreender a dispersdo e
germinagao de A. brachiata no seu ambiente natural. Por se tratar de frutos
relativamente grandes, acredita-se que n&do sejam consumidos por passaros,
tampouco por aves arboricolas maiores, como tucanos, ja que caem ao chéao logo ao
amadurecer. Pressupbe-se que os frutos sejam consumidos por mamiferos como
morcegos e cachorros-do-mato, porém sao necessarios estudos minuciosos que
confirmem essa hipotese.

As sementes sem o0 endocarpo possuem em média 9,96 mm de

comprimento, 5,30 mm de largura e 3,94 mm de espessura (TABELA 4.3).
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Apresentam tegumento fino, de coloracdo marrom clara e nao possuem
endosperma, sendo classificadas como exalbuminosas (TRONCOSO, 1974;
BARROSO et al., 1999). A regido hilar & apical e oblonga e a micrépila visivel em
lupa.

O embrido é axial, com eixo hipocétilo-radicular curto em relagdo aos
cotilédones, que sao continuos, espatulados, carnosos e de coloracao
esbranquicada (FIGURAS 4.5C e 4.5D). A caracteristica cotiledonar das sementes
dessa espécie esta diretamente relacionada a auséncia de endosperma, utilizando
os cotilédones como fonte de reserva da plantula, durante suas fases de
desenvolvimento (BEWLEY; BLACK, 1994; MELO et al., 2004).

TABELA 4.3 DETERMINACAO DO COMPRIMENTO, LARGURA E ESPESSURA DE SEMENTES DE
A. brachiata.

Variavel Minimo Média Maximo DP CV (%)
Comprimento (mm) 9,10 9,96 11,60 0,52 5,22
Largura (mm) 4,70 5,30 6,00 0,27 5,09
Espessura (mm) 3,10 3,94 4.5 0,32 8,12

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao

A germinacéao € do tipo hipdgea e as plantulas sédo criptocotiledonares, ou
seja, os cotilédones nao emergem do tegumento da semente e permanecem no seu
interior até o final do processo (FIGURAS 4.5E, 4.5F e 4.5G). No inicio do processo
de germinagao, ocorre a emissao da raiz primaria, que é cilindrica e esbranquigada
(FIGURA 4.5E). Aproximadamente nove dias apos o inicio da germinagao, as raizes
primarias apresentam cerca de 3 cm de comprimento, iniciando a ascensao do
epicotilo de coloragao verde-clara (FIGURA 4.5F).

A pléantula (15° dia ap6s a emissao radicular) apresenta hipocotilo bastante
alongado, mais espesso na base e afinado no apice, com raizes secundarias longas
e com poucas ramificagdes (FIGURA 4.5G). O primeiro par de edfilos € simples,
elipticos, com base assimétrica, apice acuminado e margem serreada (FIGURA

4.5G), de coloragao verde escura.
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Observou-se a presencga de tricomas simples visiveis em lupa, espalhados
por todo epicétilo e dispersos pelos edfilos (FIGURAS 4.5F e 4.5G). Em estudo
realizado por Gogosz et al. (2015), com morfologia de plantulas em espécies
arboreas da Floresta com Araucaria, a maioria das espécies pioneiras apresentavam
tricomas nos edfilos, enquanto tal caracteristica ndo estava presente nas espécies
secundarias tardias.

O grau de umidade das sementes de A. brachiata foi de 14,65%, com peso
de mil sementes igual a 440,82 g (CV% = 2,58%), resultando em 2269 sementes por
quilograma e 376,23 g de biomassa seca de mil sementes. Estes resultados foram
semelhantes aos de Maggioni et al. (2020), no qual as sementes do peloteiro

apresentaram 16,43% de grau de umidade e 568,24 g de peso de mil sementes.

4.3.2 Superacao de dorméncia e temperaturas para germinagéo em laboratoério

Na&o houve interacdo entre os fatores analisados para as variaveis
percentual de germinagdo (G) e indice de velocidade de germinacdo (IVG); no
entanto, houve diferenga significativa entre os diferentes métodos de superagéo de
dorméncia e as diferentes temperaturas (TABELA 4.4). A germinagao iniciou no
quarto dia de instalagao do experimento e cessou no trigésimo sexto dia.

Em relacdo ao método de superacédo de dorméncia, a retirada total do
endocarpo mostrou-se mais eficiente, com maiores percentuais de germinagéo
(28,50%) e velocidade de germinagao-IVG (0,87) (TABELA 4.5). Além disso, nas
sementes em que houve retirada parcial do endocarpo, a radicula necessitava de
uma forga maior para sua emissdo e crescimento, pois a parte restante do
endocarpo ainda impunha resisténcia a protrusdo da raiz primaria. Ainda, nas
sementes com retirada parcial, houve maior incidéncia de fungos com
apodrecimento das sementes. Assim, torna-se claro que o método mais indicado

para superagao da dorméncia em A. brachiata é a retirada total do endocarpo.
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TABELA 4.4 ANALISE DA VARIANCIA PARA PERCENTUAL DE GERMINAGAO (G), INDICE DE
VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) E TEMPO MEDIO DE GERMINAGCAO (TMG) DE
SEMENTES DE A. brachiata EM DIFERENTES METODOS DE SUPERACAO DE DORMENCIA E
DIFERENTES TEMPERATURAS.

Quadrado Médio

Fonte de Variagao GL G VG ™G
Método de Superagédo de Dorméncia 1 37,82* 1,60** 6,05
Temperatura 2 43,17** 1,66** 175,03**
Métodos x Temperatura 2 0,60 0,07ns 211,57**
CV (%) 22,03 28,44 41,34
Teste de Bartlett (X?) 2,98"s 7,220 *

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: **: significativo (p < 0,01); ns: ndo significativo; GL: Grau de liberdade; CV: Coeficiente de

Variacao.

Por mais que as porcentagens de germinagdo apresentaram-se baixas
(TABELA 4.5), os resultados sao promissores, visto que as sementes nao germinam
sem a retirada do endocarpo e a germinagao iniciou-se no quarto dia apds a
semeadura. Ademais, a ferramenta utilizada é de baixo custo e de facil manuseio,
sendo que poucas sementes foram danificadas no processo de retirada do

endocarpo.

TABELA 4.5 COMPARAGCAO DE MEDIAS PARA PERCENTUAL DE GERMINACAO (G), INDICE DE
VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DE SEMENTES DE A. brachiata EM DIFERENTES
METODOS DE SUPERACAO DE DORMENCIA E DIFERENTES TEMPERATURAS.

Fonte de Variagao G IVG
Método de Superagdao de Dorméncia

Retirada Total do Endocarpo 28,50 a 0,87 a
Retirada Parcial do Endocarpo 13,17 b 0,50b
Temperaturas

20 °C 6,75 b 0,31b
25°C 26,75 a 0,84 a
30 °C 29,75 a 0,89 a

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Em situagcdo semelhante a exposta, um estudo com Vitex doniana
(Lamiaceae) relata uma resisténcia imposta pelo endocarpo a expansao do embrido,

e a remogao do endocarpo melhora tanto a velocidade quanto a porcentagem de
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germinacgao (75%) (NEYA et al., 2017). Ainda, em Vitex megapotanica (Lamiaceae)
a emissao da raiz primaria ocorre logo ap6s a ruptura do endocarpo ao longo de
suas suturas longitudinais (COSMO et al., 2009). Maués et al. (2015) revelam que
sementes de Bertholletia excelsa (Lecythidaceae), que também apresentam um
endocarpo duro que confere resisténcia a emissao da radicula, levaram de 12 a 18
meses para germinar, enquanto ao retirar o endocarpo a germinagao ocorre de 20 a
30 dias.

Das sementes que n&o germinaram, 67,26% foram classificadas como
duras, ou seja, sementes que permaneceram sem absorver agua até o final do teste
(n&o intumescidas) e 32,74% foram classificadas como fungadas. Segundo Marcos-
Filho (2015), a dorméncia mecénica é determinada pela consisténcia do endocarpo,
impondo restricdo a expansao do embrido. O autor relata, ainda, que existem
duvidas entre pesquisadores de que haja um impedimento puramente mecanico ao
crescimento do embrido, supondo-se que alguma restricdo ao metabolismo possa
inibir o desenvolvimento embrionario que, desta forma, ndo exerceria pressao
suficiente para romper o envoltério.

Em concordancia ao fato de que a dorméncia mecanica venha
acompanhada de outro impedimento ao desenvolvimento embrionario, Carvalho e
Nascimento (2013) relatam que sementes de Byrsonima crassifolia (Malpighiaceae)
apresentam dorméncia mecanica, imposta pelo espesso e coérneo endocarpo, e que
consideravel propor¢cao das sementes apresenta, também, dorméncia fisiologica. Os
autores sugerem que a embebicdo dos pirénios em acido giberélico (500 mg L),
seguida de fratura do endocarpo, favorece a germinacao.

Offiong et al. (2010) relatam que Tectona grandis (Lamiaceae), além de
possuir dorméncia mecanica nas sementes, parece possuir dorméncia fisioldgica,
associada a presencga de inibidores que impedem a germinacéo, e que a lavagem
das sementes em agua corrente por 24 h € um método eficiente para quebra da
dorméncia, por lixiviar esses inibidores e enfraquecer o endocarpo, promovendo a
germinagdao. Dessa forma, novos estudos podem ser realizados com o intuito de
avaliar outros possiveis impedimentos na germinagcdo de sementes de A. brachiata,

visto a grande quantidade de sementes classificadas como duras.
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Quanto as temperaturas, o menor percentual de germinagao e IVG ocorreu a
20°C (6,71% e 0,31, respectivamente), diferindo estatisticamente das demais
(TABELA 4.5). Nesta temperatura, diferentemente dos outros tratamentos, a
germinagao iniciou-se no deécimo dia, representando um atraso no processo
germinativo quando comparada as demais.

Ha grande divergéncia entre as melhores condigdes para que as espeécies
florestais expressem seu potencial de germinagdo. Para Gochnatia polymorpha
(Asteraceae), as temperaturas de 15 e 20°C sao as mais adequadas (MACHADO et
al., 2016). Ja para Cabralea canjerana (Meliaceae) a temperatura ideal de
germinagao varia com o substrato utilizado (RICKLI-HORST et al., 2017). Esses
resultados indicam que cada espécie apresenta um comportamento diferenciado de
germinagdo, sendo necessarios testes para conhecer as demandas de cada
especie.

Os melhores resultados para a variavel tempo médio de germinacao (TMG)
estao relacionados as menores taxas observadas, ou seja, quanto menor o valor de
TMG, mais eficiente foi o tratamento. Dessa forma, verificou-se que a retirada total
do endocarpo na temperatura de 25°C apresentou o melhor resultado (9,63). Em
contrapartida, a retirada total do endocarpo na temperatura de 20°C mostrou-se
menos eficiente, com o maior valor de TMG (21,95) (TABELA 4.6). Por meio destes
resultados, sugere-se que a temperatura de 20°C né&o é indicada para germinagao
de A. brachiata, por apresentar baixo percentual de germinagao, baixo IVG e

elevado valor de TMG.

TABELA 4.6 COMPARAGAO DE MEDIAS PARA TEMPO MEDIO DE GERMINAGAO (TMG) DE
SEMENTES DE A. brachiata EM DIFERENTES METODOS DE SUPERACAO DE DORMENCIA E
DIFERENTES TEMPERATURAS.

Métodos de Superagdao de Dorméncia

Temperaturas Retirada Total do Endocarpo Retirada Parcial do Endocarpo
TMG (dias)

20°C 21,95 bB 13,12 aA

25°C 9,63 aA 14,84 bA

30°C 10,72 aA 12,21 bA

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4.3.3 Métodos de superacao de dorméncia na germinagao em viveiro

Ao término de 210 dias, néo foi observada germinagdo de nenhuma semente
do tratamento testemunha e do tratamento de enfraquecimento do endocarpo com
pirografo. De maneira geral, a germinagao foi lenta, irregular e baixa nos demais
tratamentos, sendo que o tratamento com retirada total do endocarpo foi o que
apresentou a maior porcentagem de germinagao, com média de 18%. Observou-se
apenas uma semente germinada por repetigdo no tratamento com retirada parcial do
endocarpo, correspondendo a uma média de 4%.

Os baixos indices de germinagao neste experimento podem ser consequéncia
das baixas temperaturas nesse periodo (média de 15°C), tendo em vista que o
experimento foi instalado no inicio do outono, em uma regido de clima ameno
(temperatura média anual 18°C) e que as maiores porcentagens de germinagao
obtidas no experimento anterior foram observadas em temperatura de 30°C.

De acordo com Marcos-Filho (2015), a temperatura € um fator de grande
influéncia na porcentagem, velocidade e uniformidade de germinacao, uma vez que
controla reagdes bioquimicas que regulam o processo metabdlico da germinagéo.
Geralmente, as temperaturas mais altas aceleram os processos metabdlicos e
temperaturas mais baixas retardam esses processos (BEWLEY et al., 2013).

A germinacao foi bastante desuniforme no periodo de 8 a 210 dias, o que
resultou em pléntulas com diferentes fases de desenvolvimento (FIGURA 4.4C).
Esse fato pode ter ocorrido porque, ao longo do experimento, ocorreram periodos de
baixas temperaturas, caracteristicos da estacéo e regido e, segundo Bewley et al.
(2013), temperaturas abaixo da 6tima influenciam na velocidade de hidratagcéo e das
reagcdes metabdlicas, atrasando o processo germinativo.

Todas as sementes germinadas do tratamento com retirada total do
endocarpo apresentaram plantulas normais com sistema radicular vigoroso conforme
(FIGURAS 4.6A e 4.6C). Uma plantula do tratamento com retirada parcial do
endocarpo (FIGURA 4.6B) apresentou duas partes aéreas, o que indica
anormalidade; no entanto, até o momento observado, notou-se que uma parte area
nao interferiu no crescimento da outra, e que, provavelmente, isso nao interfira no

seu crescimento a campo.
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FIGURA 4.6 PLANTULAS DE A. brachiata: TRATAMENTO COM RETIRADA TOTAL DO
ENDOCARPO (A); TRATAMENTO COM RETIRADA PARCIAL DO ENDOCARPO (B); PLANTULAS
EM DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO (C).

[

FONTE: A autora (2022).

Desta maneira, fica claro que a espécie precisa de tratamentos pré-
germinativos para superagdo da dorméncia mecanica imposta pelo endocarpo, e
que temperaturas mais elevadas sao mais favoraveis a germinagao. Sugere-se que
novos estudos sejam realizados com germinagao da espécie em viveiro em épocas

do ano mais quentes, como primavera e verao.
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4.4 CONCLUSOES

O fruto de A. brachiata é do tipo carnoso indeiscente com calice persistente;
a semente € exalbuminosa com embrido axial e cotilédones espatulados; a
germinacgao € hipdégea e a muda criptocotiledonar.

As sementes da espécie apresentam dorméncia mecanica, por causa da
barreira do endocarpo a expansao do embrido.

A retirada total do endocarpo é o método mais indicado para superagao da
dorméncia mecanica e as temperaturas de 25 e 30°C sdo recomendadas para

germinacao.
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5 CAPITULO 1l — ESTAQUIA E DETERMINAGOES BIOQUIMICAS,
METABOLOMICAS E ANATOMICAS DE Aegiphila brachiata Vell.

RESUMO

No intuito de aprimorar o processo de producdo de mudas de A. brachiata,
compreendendo as bases fisioldgicas e bioquimicas do enraizamento adventicio da
especie, objetivou-se avaliar o potencial rizogénico de estacas oriundas de matrizes
rejuvenescidas e adultas coletadas em diferentes estacbes do ano, além de
identificar compostos fendlicos, proteinas e metabdlitos polares presentes nas
estacas, e caracterizar anatomicamente a base caulinar das mesmas. Para a
estaquia, foram realizados dois experimentos com estacas provenientes de matrizes
rejuvenescidas (Experimento |) e adultas (Experimento Il), coletadas nas quatro
estagcdes do ano. Para ambos os experimentos, as estacas foram submetidas a
tratamentos com &cido indol butirico (0, 2000, 4000, 6000 e 8000 mg L") e mantidas
em casa de vegetacao por 45 dias. Para as analises bioquimicas, metabolémicas e
anatbmicas, foram selecionadas estacas coletadas no momento da instalacdo de
cada experimento de estaquia. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial duplo para os experimentos de estaquia (5 [IBA] x
4 estagdes do ano) e para as analises bioquimicas (2 matrizes x 4 estagbes do ano).
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ou Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Propagulos oriundos de matrizes rejuvenescidas coletados na primavera sao viaveis
e indicados para produgédo de mudas de A. brachiata (25,25% de enraizamento), néo
sendo necessaria a utilizagcao de IBA. Os maiores valores de compostos fendlicos
foram obtidos na primavera, tanto para estacas de matrizes rejuvenescidas (37,39
mg g') como de matrizes adultas (25,81 mg g'). O teor de proteinas foi obtido em
maior quantidade em estacas coletadas no outono de matrizes rejuvenescidas
(146,74 mg g'). Os compostos acido maleico, 2-hidroxi-acido glutarico, manose-6-
fosfato, acido ribénico, glicina e acido fosférico foram obtidos em maiores
concentragbes em estacas de matrizes rejuvenescidas, com efeitos benéficos ao
enraizamento. Nao ha diferengas anatdmicas entre os tipos de matrizes dos
propagulos.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios. Rejuvenescimento. Enraizamento.

Estacdes do ano. Peloteiro.
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CUTTINGS AND BIOCHEMICAL, METABOLOMIC AND ANATOMICAL
DETERMINATIONS OF Aegiphila brachiata Vell.

ABSTRACT

In order to improve the production process of A. brachiata seedlings, including
the physiological and biochemical bases of the adventitious rooting of the species,
the objective was to evaluate the rhizogenic potential of cuttings from rejuvenated
and adult matrices collected in different seasons, in addition to to identify phenolic
compounds, proteins and polar metabolites present in the cuttings, and anatomically
characterize their stem base. For cutting, two experiments were carried out with
cuttings from rejuvenated (Experiment 1) and adult (Experiment Il) matrices, collected
in the four seasons of the year. For both experiments, the cuttings were submitted to
treatments with indole butyric acid (0, 2000, 4000, 6000 and 8000 mg L-') and kept in
a greenhouse for 45 days. For biochemical, metabolomic and anatomical analyses,
cuttings collected at the time of installation of each cutting experiment were selected.
The experimental design was completely randomized in a double factorial scheme for
cutting experiments (5 [IBA] x 4 seasons) and for biochemical and metabolomic
analyzes (2 matrices x 4 seasons). The data were submitted to analysis of variance
by the F test and the means were compared by the Tukey or Scott-Knott test at the
5% probability level. Propagules from rejuvenated matrices collected in the spring are
viable and indicated for the production of A. brachiata seedlings (25.25% rooting), not
requiring the use of IBA. The highest values of phenolic compounds were obtained in
spring, both for cuttings from rejuvenated matrices (37.39 mg g*') and from adult
matrices (25.81 mg g'). The protein content was obtained in greater quantity in
cuttings collected in autumn from rejuvenated matrices (146.74 mg g'). The
compounds maleic acid, 2-hydroxy-glutaric acid, mannose-6-phosphate, ribonic acid,
glycine and phosphoric acid were obtained in higher concentrations in cuttings from
rejuvenated matrices, with beneficial effects on rooting. There are no anatomical
differences between the types of matrices of the propagules.

Key-words: Secondary metabolites. Rejuvenation. Rooting. Seasons. Peloteiro.
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5.1 INTRODUGAO

A cadeia de suprimentos de espécies florestais nativas ainda ndo encontra-
se suficientemente consolidada para dar o suporte adequado aos programas de
restauracdo em larga escala (NUNES et al., 2020). Isso deve-se especialmente a
escassez de informacdes sobre a coleta de sementes e a producdo de mudas
dessas espécies, aliado ao alto custo de producgado, resultando em um baixo
investimento para a produgdo de uma vasta diversidade de arvores nativas
(BRANCALION et al. 2012; NUNES et al. 2016). Dessa forma, tornam-se
indispensaveis os estudos, principalmente no que tange a produ¢do de mudas.

Aegiphila brachiata Vell. (Lamiaceae), conhecida popularmente como
peloteiro, € uma espécie arbustivo-arbérea, decidua, nativa do bioma Mata Atlantica,
com ocorréncia no Sudeste e Sul do Brasil (FRANCA, 2003; HARLEY et al., 2015).
O peloteiro € uma planta com elevada capacidade de producdo de biomassa e
crescimento em condicbes adversas, sendo importante para recuperagao de
ecossistemas degradados (FRANCA, 2003), além de seus frutos e folhas
apresentarem potencial alimenticio e medicinal, respectivamente.

O insucesso na germinacao de sementes da espécie esta associado a uma
barreira fisica imposta pelo endocarpo que impede a protrusdo da radicula
(MAGGIONI et al., 2020). Com base nisso, a propagacao vegetativa, principalmente
pela técnica de estaquia, pode ser uma excelente alternativa para producado de
mudas (CARPANEZZI; CARPANEZZI, 2006; OLIVEIRA; RIBEIRO, 2013),
garantindo uniformidade no plantio, maior produtividade e baixo custo de producao
(XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013; WENDLING; STUEPP; ZUFFELLATO-RIBAS,
2016).

O processo de formacao radicial € complexo, ocorrendo alteracdes
metabdlicas que incluem a acao enzimatica, hormonal e de outros compostos
bioquimicos atuando como indutores do enraizamento. A presenca de compostos
bioquimicos, quando em concentragdes adequadas, pode se acumular na zona de
producédo de raizes, contribuindo com sua emisséo (LIMA et al., 2011; PORFIRIO et
al., 2016).
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Os principais compostos bioquimicos envolvidos no enraizamento adventicio
sdo os carboidratos, atuando como recurso energético (AHKAMI et al., 2009), as
proteinas por auxiliarem na indugdo, formagcdo e desenvolvimento das raizes
adventicias e na sinalizacao e biossintese de auxinas (HUSEN, 2008; SAIRANEN et
al., 2012) e os compostos fendlicos funcionando como cofatores do enraizamento
por controlar a atividade da IAA-oxidase (SHIOZAKI; MAKIBUCHO; OGATA, 2013).

Outro fator determinante do processo rizogénico é a idade da planta-matriz,
dado que propagulos provenientes de plantas em crescimento juvenil possuem
maior capacidade de enraizamento do que aqueles provenientes de plantas adultas
(HARTMANN et al., 2018; STUEPP et al.,, 2018). A época do ano também pode
influenciar no enraizamento das estacas, principalmente no que se refere a variagao
do balango hormonal enddégeno ao longo das estagdes (ZUFFELLATO-RIBAS;
RODRIGUES, 2001; PENA; ZANETTE; BIASI, 2015).

Por meio da caracterizagdo anatémica dos propagulos é possivel definir a
origem das raizes adventicias e identificar possiveis barreiras anatébmicas a
emergéncia dos primordios radiciais. Em geral, propagulos em estagio mais
avancado de desenvolvimento possuem caracteristicas anatdbmicas, como
lignificacdo e esclerificacdo, que estariam diretamente relacionadas a um menor
enraizamento (WENDLING; BROOKS; TRUEMAN, 2015).

Ainda, a aplicagdo de reguladores vegetais pode acelerar o processo de
formagao de raizes, aumentando o indice de enraizamento, o numero e a qualidade
das raizes e a uniformidade do enraizamento, sendo o acido indol butirico (IBA) o
regulador vegetal mais empregado no enraizamento adventicio (DIAS et al., 2012;
PIRES; WENDLING; BRONDANI, 2013).

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial rizogénico de
estacas oriundas de matrizes rejuvenescidas e adultas de Aegiphila brachiata, e a
influéncia de diferentes concentracbes de IBA e diferentes estagdes do ano no
enraizamento adventicio da espécie, relacionando a rizogénese com o perfil

bioquimico, metabolémico e anatdbmico das estacas.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes rejuvenescidas

Ramos herbaceos de A. brachiata foram coletados de um jardim clonal a
campo com exemplares de aproximadamente 2 anos de idade e 1,2 m de altura,
oriundos de mudas produzidas por estaquia caulinar, podadas frequentemente,
localizadas em area pertencente a Embrapa Florestas em Colombo-PR, Brasil
(25°19' S e 49°09' W, 935 m). Segundo a classificacdo de Képpen, o clima da regiao
€ temperado do tipo Cfb.

As coletas do material vegetal ocorreram nas quatro estagées do ano, nas
seguintes datas: 12/03/2019 (verao), 11/06/2019 (outono), 10/09/2019 (inverno),
10/12/2019 (primavera). A partir do material vegetal coletado, foram confeccionas
estacas caulinares com 8 £ 1 cm de comprimento, com corte em bisel na base e reto
no apice, mantendo-se um par de folhas reduzidas a metade na porgéo apical. Em
seguida, foi realizada a desinfestagcdo do material com hipoclorito de sédio a 0,5%
durante 10 minutos, seguida de lavagem em agua corrente por 5 minutos.

Apos a desinfestacdo, as bases das estacas foram tratadas com solugoes
hidroalcodlicas (50% v/v) em diferentes concentragdes de acido indol butirico (IBA)
(Merck®): 0, 2000, 4000, 6000 e 8000 mg L. A testemunha (0 mg L' IBA) foi
preparada somente com a utilizagdo de agua destilada e alcool (50% v/v), sem
adicao do regulador vegetal IBA.

O plantio foi realizado em tubetes de polipropileno com capacidade de 53
cm?, preenchidos com vermiculita de granulometria fina, sendo as estacas
enterradas %z de seu comprimento, mantidas em casa de vegetag&o climatizada com
nebulizagao intermitente (temperatura de 24°C + 2°C e 80% de umidade relativa do
ar).

O experimento foi implantado num delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5 x 4, sendo 5 concentragcbdes de IBA e 4 estagcdes do ano,
totalizando 20 tratamentos, com quatro repetigbes cada, contendo 20 estacas por
unidade experimental. Apds 45 dias da instalacdo do experimento foram avaliadas:

porcentagem de enraizamento (estacas vivas, com ou sem calos, que apresentaram
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raizes de pelo menos 1 mm de comprimento); niumero de raizes por estacas;
comprimento das trés maiores raizes por estaca enraizada (cm); porcentagem de
calogénese (estacas vivas, sem raizes, com formagdo de massa indiferenciada na
base); porcentagem de sobrevivéncia (estacas vivas, sem a presenca de calos e
sem raizes); porcentagem de retencgao foliar (estacas que mantiveram as folhas
originais no leito de enraizamento até o momento da avaliagdo); porcentagem de
brotagdes desenvolvidas e porcentagem de mortalidade (estacas que apresentavam-

se necrosadas).

5.2.2 Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes adultas

Ramos semilenhosos do ano de A. brachiata foram coletados em 20
matrizes adultas, de ocorréncia natural, com aproximadamente 7 m de altura,
localizadas em area pertencente a Embrapa Florestas, em Colombo-PR, Brasil
(25°19' S € 49°09' W, 917 m). A metodologia e o delineamento estatistico, bem como
as datas de coleta do material vegetal utilizados neste experimento, foram os

mesmos empregados para estaquia de matrizes rejuvenescidas.

5.2.3 Analises bioquimicas

5.2.3.1 Material vegetal e preparo dos extratos aquosos

Nos dias da instalagdo e avaliagdo de cada experimento de estaquia, para
plantas rejuvenescidas e adultas nas quatro esta¢des do ano, foram separadas 20 a
30 estacas com 8 + 1 cm de comprimento, secas em micro-ondas por 5 minutos,
trituradas em moedor de bancada e armazenadas em freezer (-20° C), as quais
foram usadas nas analises subsequentes realizadas no Laboratério de Tecnologia
de Produtos ndo Madeiraveis da Embrapa Florestas, Colombo-PR.

Para a preparagao dos extratos aquosos foram pesados 0,02 g da amostra
do material vegetal (em triplicata) em microtubos e acrescidos de 2 mL de alcool e

agua (1:1). O material foi agitado em vortex por 30 segundos e a extragao foi



93

realizada no equipamento Thermomixer® por 1 hora, a 60°C e 450 rpm. Os extratos
foram filtrados e utilizados para a determinagao de compostos fendlicos totais.
O teor de agua livre (umidade) das amostras foi determinado em ftriplicada,

por método gravimétrico, com secagem em estufa a 105°C até massa constante.

5.2.3.2 Compostos fendlicos totais e proteinas

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu conforme descrito por Singleton e Rossi (1965),
com pequenas modificacbes. Uma aliquota de 0,15 mL de extrato aquoso foi
adicionada em bal&do volumétrico, seguida da adicdo de 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu e 5 mL de agua destilada. A solugao foi agitada em vértex por 1 minuto e
na sequéncia adicionou-se 2 mL de solugdo aquosa de Na2COs3 a 15%. Agitou-se
novamente por 30 segundos e o volume foi ajustado para 10 mL com agua
destilada. A solugdo foi mantida no escuro por 2 horas e posteriormente a
absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro a 760 nm. A curva padréo foi
obtida com acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico) entre as concentragbes de
0,25 e 10 mg L' e os resultados expressos em mg equivalentes ao acido galico por
grama de amostra seca (MgEAG g™).

Para analise de proteinas totais 0,5 g de material vegetal pesadas em
triplicata foram inseridas em um tubo de digestdo juntamente com 0,5 g de
catalisador (composto por 6,3 g de selenito de sodio, 4,0 g de sulfato de cobre
pentahidratado e 48,5 g de sulfato de sddio anidro). Em seguida, foi adicionado 5,0
mL de acido sulfurico concentrado e mantido no bloco digestor (Tecnal) a uma
temperatura inicial de 100° C, elevando a temperatura em 50° C a cada 30 minutos
até alcancar 350° C onde permaneceu por, no minimo, 3 horas. Apés a completa
digestao e resfriamento das amostras, foram adicionados 15 mL de agua destilada.
A destilagao da amostra foi realizada em destilador de nitrogénio (Tecnal TE036-1) e
a titulacdo com acido cloridrico (0,1M). A concentragdo de proteinas totais foi
determinada conforme o método de Kjeldahl (AOAC, 1984) e expressa como mg g

massa fresca (MF).
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5.2.4 Analises metaboldmicas

Para a analise metabolébmica avaliou-se apenas as estacas coletadas no
momento da instalagdo dos experimentos de estaquia, com material rejuvenescido e
adulto. A determinagao dos metabdlitos polares foi realizada segundo a metodologia
de Fiehn et al. (2000), com pequenas modificagdes.

Para a extragdo, 20 mg de amostras trituradas em nitrogénio liquido e
congeladas em freezer -20°C foram pesadas em Eppendorf® de 2mL, acrescidos de
300 pL de metanol, pré-arrefecido a -20°C, misturados em Vortex®. Na sequéncia,
foram adicionados 30 uL do acido nonadecadénico (2 mg mL" de estoque em
CHCI3) para controle interno qualitativo para a fase lipidica e 30 yL de '3Cs-sorbitol
(utilizada para padronizagéo interna quantitativa para a fase polar). A amostra foi
entdo agitada por 15 minutos a 70 °C e, posteriormente, esfriada até a temperatura
ambiente. Apéds, foram acrescentados 200 yL de CHCIs, agitando por 5 min a 37° C.
Na sequéncia, 400 pyL de H20 foram adicionados a amostra, misturados em vortex e
colocados em centrifuga por 7 minutos a 12000 rpm.

Duas aliquotas (1/2) da fase polar (superior) foram transferidas para dois
tubos Eppendorff® conicos de 1,5 mL e secadas em Speed Vac® durante a noite,
sem aquecimento. Por fim, um jogo de amostras foi derivatizado na sequéncia:
cloridrato de metoxiamina em piridina (50 uL, 20 mg mL"", 40° C, 90 min) e MSTFA
(N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoracetamida) (50 pL, 40°C por 90 min) e analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, Focus,
PolarisQ, Thermo), 1 pyL de solugéo foi injetada por divisdo de fluxo 1:25, sendo a
separagao dos compostos realizada com a coluna cromatografica DB-5ms (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm, Agilent). A analise foi realizada com fluxo constante e
compensagao a vacuo com a temperatura do injetor a 230°C, linha de transferéncia
250°C e gas de arraste hélio a 1,0 mL min-'. A programacgéo de temperatura interna
do forno foi de 70°C com isoterma de 1 min e aquecimento 320°C na taxa de 8°C
min-!, isoterma final de 18 min. A operacao do espectrdmetro de massas foi no modo
positivo com eletroionizacédo a 70 eV e temperatura da fonte de ions a 200°C.

No software AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution, NIST) a

identificacdo dos compostos ocorreu por meio dos espectros de massas,
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comparagcao do indice de retengcdao (IR), de acordo com a plataforma Golm
Metabolome Database (HUMMEL et al., 2010). As intensidades dos metabdlitos (i.e.,
altura dos picos) foram normalizadas pelo peso das amostras e pelo padrao interno

("3Ce-Sorbitol), usando fragmentos (m/z) caracteristicos de cada composto.

5.2.5 Analises anatbmicas

Amostras da base das estacas (cerca de 1 cm de comprimento) de matrizes
rejuvenescidas e adultas foram coletadas nos momentos de instalacdo e de
avaliacdo do experimento de estaquia, na estagcao do verdo. Apds fixacdo em FAA
70 (formaldeido, acido acético e etanol 70%) por 24 horas (JOHANSEN, 1940),
amostras foram estocadas em etanol 70%.

O material foi seccionado em fragmentos de 0,5 cm e incluido em historesina
(Leica®). Os blocos foram fixados em tutores de madeira e, posteriormente, cortes
transversais foram obtidos em micrétomo rotativo (Olympus® CUT 4055) com
espessura de 8 um (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Os cortes foram aderidos a laminas e submetidos a coloragcdo com o
colorante azul de toluidina. Em seguida, as l|aminas foram analisadas e
documentadas por meio de fotomicrografias em fotomicroscopio Zeiss com camera
digital Sony Cyber-shot P72 acoplada no Laboratério de Anatomia e Biomecanica

Vegetal do Departamento de Botéanica - UFPR.

5.2.6 Analises estatisticas

As variancias dos tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo
teste de Bartlett (p < 0,05). As variaveis foram entdo submetidas a analise de
variancia (p < 0,01 e p < 0,05) e as que apresentaram diferengas significativas pelo
teste de F tiveram suas médias comparadas pelo teste de Tukey utilizando-se o
programa estatistico Assistat verséo 7.7.

Para os metabdlitos, os dados relativos as variaveis avaliadas foram
analisados por meio da andlise de fatores, andlise de varidancia multivariada
(MANOVA) e analise discriminante (MARRIOTT, 1974; KACHIGAN, 1991;
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JOHNSON; WICHERN, 1998; ANDERSON, 2003; HAIR JUNIOR et al., 2005;
FERREIRA, 2018). Na analise de fatores foi considerado que os fatores deveriam
possuir um autovalor maior do que 1, para serem incluidos. O método de extragao
utilizado foi o de componentes principais, com rotacdo varimax e padronizagao das
variaveis (matriz de correlagao).

A MANOVA foi realizada para os grupos de variaveis obtidos nos fatores
extraidos, visando comparar os propagulos obtidos das diferentes matrizes
(rejuvenescidas e adultas). Os testes de trago de Pillai, maior raiz de Roy, Lambda
de Wilks e traco de Hotteling foram utilizados para avaliar a significancia dos
tratamentos.

Uma vez realizada a MANOVA foi feita a analise discriminante para os
conjuntos de varidveis para as quais foram identificadas diferencas significativas
entre os tipos de material. A analise discriminante foi realizada utilizando-se as
variaveis padronizadas e foram avaliadas as matrizes de estruturas, correlagao

canodnica, teste de F para cada variavel original e as médias dos tratamentos.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes rejuvenescidas

Ndo houve enraizamento de estacas nas estagdes outono e inverno. As
variagbes de temperatura e fotoperiodo ao longo do ano influenciam os niveis
enddgenos de auxina, carboidratos, e outros componentes quimicos presentes nas
plantas matrizes (COSTA et al.,, 2013; PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014).
Dessa forma, esses resultados, possivelmente, estdo relacionados ao fato dessas
estacdes (outono e inverno) coincidirem com o periodo de repouso vegetativo da
espécie, uma vez que temperaturas mais baixas resultam em diminuicdo do
metabolismo da planta, com menor crescimento vegetativo e baixa sintese de
auxinas, resultando em indices desfavoraveis de enraizamento (HARTMANN et al.,
2018).

Além disso, as estagdes do ano tém influéncia no grau de lignificagdo dos

propagulos. Periodos com menor crescimento vegetativo ocasionam maior grau de
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lignificagcdo, resultando em menores indices de enraizamento (WENDLING;
BROOKS; TRUEMAN, 2015; ZHANG et al. 2016). Ainda, por tratar-se de uma
espécie decidua, no inverno as estacas foram confeccionadas sem folhas. A
presenca de folhas nas estacas € de suma importancia no processo rizogénico, pois
as folhas s&o sitios produtores de auxinas, carboidratos e cofatores do
enraizamento, que sao transportados para a base das estacas, estimulando a
formacao de raizes (FRAGOSO et al., 2015).

Como nao houve enraizamento de estacas nas estagdes outono e inverno,
para as variaveis de enraizamento (EE, NR e CMR) a analise estatistica foi baseada
apenas nas estagdes verdao e primavera e nos diferentes tratamentos com IBA.
Assim, de acordo com a ANOVA (p < 0,01), ndo houve interacado de fatores para
variavel estacas enraizadas (EE). A maior porcentagem de enraizamento foi obtida
na primavera (25,25%), diferindo estatisticamente do verédo (17,50%), resultados
justificados, possivelmente, pela aceleracdo no metabolismo fisioldgico iniciado apds

o periodo de repouso vegetativo (outono e inverno) (TABELA 5.1).

TABELA 5.1 PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO DE ESTACAS (EE) ORIUNDAS DE PLANTAS
REJUVENESCIDAS DE A. brachiata COLETADAS NO VERAO E PRIMAVERA, EM DIFERENTES
TRATAMENTOS COM IBA.

Fator de variagao Variaveis
Epoca do Ano EE (%)
Verao 17,50 b
Primavera 25,25 a
IBA

0mgL-"IBA 18,12 a
2000 mg L' IBA 18,75 a
4000 mg L"IBA 19,37 a
6000 mg L-1IBA 28,75 a
8000 mg L-"IBA 21,87 a
CV(%) 52,52

FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

N&ao foi observada diferencga significativa entre as concentragdes de IBA no
enraizamento. Ainda, os indices de enraizamento ndo demonstraram ser tao

promissores como os obtidos por Maggioni et al. (2020), até 53,75% na
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concentragdo de 6000 mg L' IBA em estacas coletadas de matrizes rejuvenescidas
na primavera, mais que o dobro da maior porcentagem do presente estudo. Os
mesmo autores observaram acréscimo no enraizamento das estacas conforme
aumentava-se a concentracao de IBA.

Quando o nivel endégeno de auxina na planta é insuficiente, a aplicagao de
auxinas sintéticas mais estaveis, como o IBA, é importante para promover um
equilibrio hormonal que favorega a indugédo radicial (PIRES; WENDLING;
BRONDANI, 2013). No entanto, embora o maior enraizamento tenha sido obtido
quando utilizou-se 6000 mg L ' de IBA (28,75%), esse resultado nao diferiu
estatisticamente da testemunha (0 mg L' IBA), demonstrando pouca influéncia
desse regulador vegetal no processo rizogénico da espécie.

Sabe-se que a concentragao ideal de aplicacéo destes reguladores vegetais
varia de acordo com o nivel enddégeno de acido indol acético (IAA) em cada espécie
(ERTURK et al., 2010; HARTMANN et al., 2018), além de fatores como idade da
planta-matriz (STUEPP et al., 2018), época de coleta dos propagulos (OLIVEIRA;
RIBEIRO, 2013), substrato (ARI, 2016), dentre outros. Desta forma, os resultados
encontrados podem ter tido influéncia de outros fatores, resultando em menores
indices de enraizamento.

Em relagédo as variaveis numero de raizes e comprimento médio de raizes,
houve interacdo de fatores (p < 0,01) entre a época de coleta das estacas e a
aplicacdo de IBA (FIGURA 5.1), sendo o maior valor observado, para as duas
variaveis, em estacas coletadas na primavera com aplicagdo de 4000 mg L' de IBA.
A adequada formacéao do sistema radicial é indispensavel para o sucesso no plantio
das mudas a campo. Quanto maior o numero de raizes, maior também é a absorgao
de nutrientes e agua pelas plantas, resultando em melhores taxas de crescimento
(NAVROSKI et al., 2016; DUARTE et al., 2019) e melhores indices de sobrevivéncia
e desenvolvimento a campo (TSAKALDIMI; GANATSAS; JACOBS, 2013).
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FIGURA 5.1 NUMERO DE RAIZES (NR) (A) E COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES (CMR) (B)
ORIUNDAS DE PLANTAS REJUVENESCIDAS DE A. brachiata COLETADAS NA PRIMAVERA E
VERAO, EM DIFERENTES CONCENTRACOES IBA.
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FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: Médias seguidas pela mesma letra minuscula para estagao do ano e maiuscula para [IBA]

ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0.01).

Desta forma, a primavera € a estagdo mais adequada para coleta de
propagulos para estaquia da espécie, por apresentar maior enraizamento adventicio
e maior desenvolvimento do sistema radicial, com maior niumero e comprimento de
raizes, quando comparada ao verdo. Por ser uma espécie decidua, no inicio da
primavera as plantas estavam dando inicio ao crescimento vegetativo. Como a
coleta dos propagulos foi realizada no final de cada estag¢ao, no final da primavera
0s novos brotos ja estavam formados e com elevada capacidade fotossintética e,
consequentemente, alta produgédo de fotoassimilados necessarios a rizogénese. Ja

no inicio do verado, a espécie iniciava o enchimento de frutos, sendo que parte
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desses fotoassimilados eram translocados para o desenvolvimento reprodutivo, fato
que, possivelmente, justifica os melhores resultados de enraizamento e
desenvolvimento de raizes serem observados em estacas coletadas na primavera.
Para as demais variaveis, a analise estatistica baseou-se nas quatro
estacbes do ano e nao houve interacdo de fatores para nenhuma delas (TABELA
5.2). Em relagdo a porcentagem de calogénese, houve diferenga significativa
(p < 0,01) entre as diferentes estagcdes de coleta dos propagulos, sendo o maior
valor observado em estacas coletadas no verao (TABELA 5.3). O processo de
formagdo de raizes adventicias pode ocorrer a partir dos calos, nhum processo
denominado rizogénese indireta. Esta rota de rizogénese ocorre quando as células
de divisdo n&o orientada formam calos, os quais s&o grupos de células de
crescimento desorganizado que, ao se dividirem de forma organizada, se
diferenciam em raizes adventicias (HARTMANN et al., 2018). Deste modo, uma
maior permanéncia das estacas no leito de enraizamento poderia ter levado a

maiores indices de enraizamento.

TABELA 5.1 ANALISE DE VARIANCIA PARA PORCENTAGEM DE CALOGENESE (EC),
MORTALIDADE (EM), NOVAS BROTAGOES (EB) E MANUTENCAO FOLIAR (MF) DE ESTACAS
ORIUNDAS DE PLANTAS REJUVENESCIDAS DE A. brachiata NAS DIFERENTES ESTAGCOES DO
ANO E EM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE IBA.

Quadrado médio

Fator de Variagao GL EC % EM % EB % MF %
Estacoes (E) 3 7545,42** 6203,65** 68,23** 9407,00*
IBA (T) 4 599,53* 571,41ns 2,13 239,17 s
Interagao E x | 12 301,41ns 169,53"s 1,55 100,10 s
Tratamentos 19 1507,96** 1206,89** 12,21** 1469,52**
Erro 60 193,96 271,98 3,29 216,25
Total 79

CV (%) 41,73 36,20 51,33 51,45
Teste de Bartlett (X?) 18,46** 20,13** 27,60** 23,55**

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: CV: Coeficiente de variagao.

As estagbes do ano também influenciaram significativamente os indices de
mortalidade das estacas, sendo o maior valor verificado no inverno (66,00%)
(TABELA 5.3). Conforme mencionado, por ser uma espécie decidua, no inverno as

estacas foram confeccionadas sem folhas. A presenca de folhas nas estacas esta
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diretamente relacionada a inducdo radicial e a sobrevivéncia no leito de
enraizamento, principalmente por as folhas atuarem no fornecimento de compostos
como carboidratos, proteinas, auxinas e cofatores do enraizamento (HARTMANN et
al., 2018). Deste modo, a alta mortalidade das estacas no inverno é justificada pela

auséncia de folhas.

TABELA 5.3 PORCENTAGEM DE CALOGENESE (EC), MORTALIDADE (EM), NOVAS
BROTAGOES (EB) E MANUTENCAO FOLIAR (MF) DE ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS
REJUVENESCIDAS DE A. brachiata NAS DIFERENTES ESTACOES DO ANO E EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE IBA.

Fator de variagdo Variaveis

Estagoes do Ano EC % EM % EB % MF %
Verao 58,25 a 23,75 ¢c 20,75 ab 53,25a
Outono 37,75b 42,00 b 30,50 a 12,50 b
Inverno 2450 c 66,00 a 17,50 b -
Primavera 13,00 c 50,50 b 2,50 c 20,00 b
IBA

0mglL-"IBA 30,00 ab 45,31 a 16,56 a 32,50 a
2000 mg L-'IBA 28,12 b 52,50 a 17,81 a 27,50 a
4000 mg L"IBA 31,56 ab 50,62 a 15,00 a 21,67 a
6000 mg L-IBA 33,44 ab 39,69 a 19,37 a 32,50 a
8000 mg L-'IBA 43,75 a 39,69 a 20,31 a 28,75 a

FONTE: A autora (2022).
LEGENDA: Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Efetuou-se a transformacgao por raiz quadrada dos dados para a variavel
estacas brotadas, pois esta variavel nao atendeu aos pressupostos de normalidade
e homogeneidade de variancias. O outono foi a estagdo com a maior porcentagem
de estacas brotadas (30,50%), sendo também a estacdo com menor manutencgao
foliar (12,50%) (TABELA 5.3). Do ponto de vista fisioldgico, a biossintese de auxina
pode ter sido retardada em funcdo da perda de folhas nas estacas, diminuindo a
razao auxina/citocinina e favorecendo a formacao de novas brotacdes. A auxina é
normalmente sintetizada nos tecidos apicais da parte aérea vegetal e transportada
pelo floema em direcdo a base das estacas, estimulando a indugéao radicial (TAIZ et
al., 2017).
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5.3.2 Estaquia de A. brachiata a partir de matrizes adultas

Efetuou-se a transformacgado por raiz quadrada dos dados para todas as
variaveis analisadas, pois elas ndo atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias. De acordo com a ANOVA (p < 0,01), houve interagao
entre os fatores estagdes do ano e concentragcdo de IBA apenas para as variaveis
porcentagem de enraizamento, calogénese e mortalidade.

Houve enraizamento adventicio apenas na coleta realizada na primavera, e
as concentracoes de IBA diferiram estatisticamente nos indices de enraizamento,
sendo 4000 e 6000 mg L' as mais eficientes (TABELA 5.4), apesar dos baixos
resultados. Os maiores valores para numero de raizes e comprimento médio de
raizes também foram verificados nessas concentragdes (4000 e 6000 mg L"), porém
sem diferir estatisticamente da testemunha (0 mg L") (TABELA 5.5).

TABELA 5.4 PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO (EE), CALOGENESE (EC) E MORTALIDADE
DE ESTACAS (EM) ORIUNDAS DE PLANTAS ADULTAS DE A. brachiata NAS DIFERENTES
ESTAGOES DO ANO E CONCENTRACOES DE IBA.

EE (%)

~ IBA (mg L)
EstacGes do Ano 0 2000 4000 6000 8000
Primavera 2,25B 0,00 B 16,25 A 17,50 A 0,00 B
CV(%) 55,52

EC (%)

~ IBA (mg L)
Estagdes do Ano 0 2000 4000 6000 8000
Veréo 500abA 3,75 aA 11,25 aA 11,25 aA 12,50 aA
Outono 0,00 bB 5,00 aA 0,00 aA 7,50 aA 0,00 bA
Inverno 10,00 abA 11,25 aA 3,75 aA 6,25 aA 12,50 abA
Primavera 18,75 aA 1,25 aB 10,00 aAB 6,25 aAB 0,00 bB
CV(%) 37,54

EM (%)

~ IBA (mg L")
Estagoes do Ano 0 2000 4000 6000 8000
Veréo 92,50 aA 95,00 aA 88,75 aA 88,75 aA 87,50 abA
Outono 63,75bAB  5625bAB  6500bAB  51,25bB 71,25 bA
Inverno 90,00 aA 88,75 aA 96,25 aA 93,75 aA 87,50 abA
Primavera 77,50 abB 97,50 aA 70,00 bB 76,25 aB 100,00 aA

CV(%) 50,17
FONTE: A autora (2022)

LEGENDA: Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha n&o diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A aplicagdo exdgena de auxinas, como o IBA, aumentam a porcentagem,
uniformidade e velocidade do enraizamento (DIAS et al., 2012; PIRES; WENDLING;
BRONDANI, 2013). Embora nao tenha sido eficiente na estaquia a partir de plantas
rejuvenescidas de A. brachiata como apresentado no experimento anterior (ltem
5.3.1), percebe-se algum efeito da aplicacdo do IBA no enraizamento de estacas
oriundas de plantas adultas.

Desta forma, as diferengas entre os estados de maturagdo dos propagulos
podem ter influenciado na propensao ao enraizamento. Propagulos provenientes de
plantas em crescimento juvenil possuem condi¢des fisioldgicas, como o balango
hormonal, que favorecem o enraizamento, muitas vezes n&o necessitando da
aplicacdo de reguladores vegetais (DIAS et al., 2012; WENDLING; TRUEMAN,;
XAVIER, 2014; HARTMANN et al., 2018; SA et al., 2018; STUEPP et al., 2018). Com
isso, a necessidade exdgena de auxina para o enraizamento do presente estudo
pode ter relacédo com a idade cronoldgica da planta-matriz, principalmente quanto a

concentracao de auxina enddgenas insuficiente para promover a indugao radicial.

TABELA 5.5 NUMERO DE RAIZES (NR), COMPRIMENTO MEDIO DE RAIZES (CMR) E NOVAS
BROTACOES (EB) DE ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS ADULTAS DE A. brachiata NAS
DIFERENTES ESTACOES DO ANO E DIFERENTES CONCENTRACOES DE IBA.

Fator de variacdo Variaveis

Estagoes do Ano NR ((il\rllnl)? 52)
Verao 0,00 b 0,00 b 2,45 bec
Outono 0,00 b 0,00 b 16,30 a
Inverno 0,00 b 0,00 b 8,75 ab
Primavera 2,40 a 1,58 a 1,00 ¢
IBA

0mgL-"IBA 0,31 a 0,58 a 6,62 a
2000 mg L-'IBA 0,00 a 0,00 a 9,06 a
4000 mg L"IBA 1,52 a 0,64 a 5,94 a
6000 mg L-1IBA 1,17 a 0,75 a 6,56 a
8000 mg L-'IBA 0,00 a 0,00 a 7,44 a
CV(%) 340,64 413,26 128,67

FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Como também constatado no experimento anterior (Item 5.3.1), verifica-se a
grande influéncia das estacbes do ano no processo rizogénico de A. brachiata, nao
sendo recomendada a coleta de propagulos, provenientes tanto de plantas
rejuvenescidas como adultas, nas estagdes frias (outono e inverno). A primavera € a
estagao mais viavel e recomendada para estaquia da espécie, com melhores indices
de enraizamento e maior desenvolvimento radicial. Maggioni et al. (2020) também
obtiveram elevados indices de enraizamento (53,75%) em estacas coletadas na
primavera, oriundas de matrizes rejuvenescidas.

Outros autores também indicam a primavera como a estacdo mais propicia
para enraizamento de estacas de espécies como Piptocarpha angustifolia
(FERRIANI et al., 2011), Psychotria nuda (NERY; ZUFFELLATO-RIBAS; KOEHLER,
2014) e llex paraguariensis (SA et al., 2018). Estes autores relataram que as
condigdes fisioldgicas das plantas foram mais favoraveis ao processo rizogénico nas
estagcdes mais quentes, devido a aceleracdo do metabolismo. A temperatura tem
efeito direto sobre o metabolismo da planta, ou seja, quanto maior a temperatura
mais aceleradas serao as reagdes quimicas e maior a sintese de auxina (TAIZ et al.,
2017).

De forma geral, as porcentagens de calogénese foram baixas em todos os
tratamentos (TABELA 5.4). Como ja relatado, a formagao de raizes adventicias pode
ocorrer a partir do calo, num processo denominado rizogénese indireta.
Possivelmente, as concentracées de auxinas e cofatores do enraizamento foram
insuficientes para a formagdo dessa massa indiferenciada de células como
precursora de raizes.

Em relacdo as porcentagens de novas brotagcdes, igualmente ao
experimento com matrizes rejuvenescidas, os maiores valores para esta variavel
foram verificados no outono, ndo havendo diferenca estatistica nas diferentes
concentragbes de IBA (TABELA 5.5), demonstrando que, possivelmente, nesta
estacao houve uma menor sintese de auxina, diminuindo a razao auxina/citocinina e
favorecendo a emissao de novas brotacoes.

Para a variavel manutengao foliar, nao foi possivel submeter os dados a
analise estatistica pela elevada quantidade de valores nulos. A abscisao foliar esta

relacionada com o balango entre os hormdnios auxina e etileno. Baixos niveis



105

endégenos de auxinas e altos niveis de etileno levam a formacdo da camada de
abscisdao na base do peciolo das folhas, provocando a queda precoce das folhas,
pois a auxina atua como um supressor do efeito do etileno (TAIZ et al., 2017). Assim,
novas metodologias poderiam ser testadas com aplicagao foliar de auxinas, a fim de
retardar a abscisdo prematura das folhas e desta forma contribuir com a
sobrevivéncia e enraizamento das estacas.

Contudo, as elevadas taxas de mortalidades verificadas em todos os
tratamentos do presente estudo (TABELA 5.4) podem, também, estar relacionadas
com a queda prematura das folhas, as quais funcionam como fonte de
fotoassimilados necessarios para suprir as atividades metabdlicas das estacas.
Além disso, a maturidade do material vegetal € outro fator que pode ter influenciado,
ja que propagulos coletados a partir de plantas adultas possuem menor capacidade
regenerativa, refletindo diretamente na sobrevivéncia das estacas e na indugéo e
vigor radicial (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014; ZARGAR; KUMAR, 2018).

5.3.3 Composic¢ao bioquimica

De acordo com a analise de varidncia para composi¢cdo bioquimica dos
extratos de estacas de A. brachiata, houve interacdo significativa entre os fatores
tipo de matrizes e épocas do ano, tanto no momento da instalagdo do experimento
(To) quanto apdés 45 dias no ambiente de enraizamento (T4s), para as variaveis
fendlicos totais (FT) e proteinas totais (PT). Analisando o conteudo de compostos
fendlicos em To, nota-se que tanto para estacas coletadas de plantas rejuvenescidas
como adultas, os maiores valores foram obtidos na primavera, 37,39 e 25,81 mg g™,
respectivamente (FIGURA 5.2).

A formacdo de raizes adventicias € um processo complexo, dado que
envolve a agao isolada e/ou a interacdo de diversos compostos quimicos, como
horménios (PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014; DRUEGE; FRANKEN;
HAJIREZAEI, 2016; OSTERC; PETKOVSEK; STAMPAR, 2016; STEFFENS;
RASMUSSEN 2016), carboidratos (DIAS; ONO; RODRIGUES, 2011; DENAXA;
VEMMOS; ROUSSOS, 2012), proteinas (BORTOLINI et al., 2008; ZHANG et al.,
2016) e compostos fendlicos (ASLMOSHTAGHI; REZA-SHAHSAVAR, 2010; DE
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KLERK et al., 2011). Os compostos fendlicos estdo envolvidos no enraizamento
adventicio de estacas por influenciarem nos niveis endogenos de IAA, podendo
estimular ou inibir a formagéo de raizes (SCHWAMBACH et al., 2008; SHIOZAKI,
MAKIBUCHI; OGATA, 2013).

FIGURA 5.2 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (FT) EM ESTACAS ORIUNDAS DE
PLANTAS REJUVENESCIDAS E ADULTAS DE A. brachiata, COLETADAS NAS QUATRO
ESTAGOES DO ANO, NO MOMENTO DA INSTALAGAO DO EXPERIMENTO (T0) E APOS 45 DIAS

(T45).
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FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: Para cada época de avaliagdo (To e Tas, separadamente), médias seguidas por mesma
letra minuscula entre matrizes das estacas (rejuvenescidas e adultas) e médias seguidas por mesma

letra mailscula entre estagdo do ano nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os maiores indices de enraizamento no presente estudo, tanto para plantas
rejuvenescidas como adultas, foram observados na primavera, sendo também a
época com maiores indices de compostos fendlicos. Dessa forma, pode-se sugerir
que os compostos fendlicos podem ter influenciado nos teores de IAA, estimulando o
enraizamento das estacas, dado que foi verificada uma redugdo no teor de FT
durante o enraizamento nessa época do ano, ou seja, os valores de compostos
fendlicos em T4s foram menores do que em To.

No entanto, segundo Shiozaki, Makibuchi e Ogata (2013), o efeito dos
compostos fendlicos endégenos na formagao de raizes adventicias pode ser mais
complexo, porque a composi¢cao e concentracdo de FT podem variar com a espécie

e com a fase de crescimento da planta. No presente estudo, ndo se verificou um
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padrdao no consumo de compostos fendlicos ao longo das épocas do ano, indicando
que outros fatores poderiam estar agindo de forma simultdnea no processo de
rizogénese da espécie.

Em relagdo ao conteudo de proteinas, o maior valor foi obtido em estacas
coletadas de plantas rejuvenescidas no outono (146,74 mg g'), os menores em
estacas coletadas no inverno, tanto para plantas rejuvenescidas como adultas
(88,27 mg g e 127,75 mg g, respectivamente). Notou-se uma redugéo no teor de
proteinas durante o enraizamento, para todos os tratamentos, ou seja, os valores
obtidos de PT em T4s foram inferiores aos obtidos em To, indicando um possivel

consumo de proteinas totais no processo de rizogénese (FIGURA 5.3).

FIGURA 5.3 TEOR DE PROTEINAS TOTAIS (PT) EM ESTACAS ORIUNDAS DE PLANTAS
REJUVENESCIDAS E ADULTAS DE A. brachiata, COLETADAS NAS QUATRO ESTAGOES DO
ANO, NO MOMENTO DA INSTALAGAO DO EXPERIMENTO (T0) E APOS 45 DIAS (T45).
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FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: Para cada época de avaliagédo (To e T4s, separadamente), médias seguidas por mesma
letra mindscula entre matrizes das estacas (rejuvenescidas e adultas) e, médias seguidas por mesma

letra mailscula entre estagdo do ano nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As proteinas sdo compostos, com fungdo estrutural e enzimatica. As
proteinas com fungdo enzimatica relacionam-se com o enraizamento adventicio
atuando na divisdao e diferenciagdo celular (HUSEN, 2008), na sinalizagédo e
biossintese das auxinas, além de atuarem em diversos outros processos fisioldgicos
(SAIRANEN et al., 2012).
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Variagcbes na temperatura e fotoperiodo podem interferir nos niveis de
compostos bioquimicos e na capacidade rizogénica dos propagulos (COSTA et al.,
2013; PACURAR; PERRONE; BELLINI, 2014). De forma geral, as maiores
temperaturas e fotoperiodo na primavera e verdo coincidem com o aumento do
metabolismo da planta, com incrementos na produgcdo e/ou mobilizagcdo de
fotoassimilados (TAIZ et al., 2017). Em contrapartida, no outono e inverno, os dias
curtos associados as baixas temperaturas intervém negativamente no processo
fotossintético das plantas matrizes (ALMEIDA et al., 2017).

Alguns autores sugerem que elevados niveis de proteinas nas estagdes de
baixas temperaturas (outono e inverno), com indices reduzidos de enraizamento, se
devem a presenca de proteinas com fungdes estruturais por exemplo, proteinas
ricas em glicina e prolina (BORTOLINI et al., 2008; FERRIANI et al., 2008). Outros
autores relatam maior acumulo de proteinas nas estagdes mais quentes (primavera
e verdo), sugerindo que essas proteinas teriam funcdo enzimatica, estando
diretamente relacionadas com o enraizamento adventicio (SA et al., 2021).

De forma geral, no presente estudo ndo houve uma relagéo clara do
acumulo de proteinas em estagdes frias ou quentes, tampouco resultados que
relacionem os maiores valores de proteinas com maiores indices de enraizamento.
Dessa forma, sugere-se que outros fatores estejam envolvidos com o enraizamento

de estacas de A. brachiata, atuando isoladamente ou em conjunto.

5.3.4 Analises metaboldmicas

Em relagdo aos metabdlitos polares, a andlise por CG-EM possibilitou a
extracdo de 59 compostos nos extratos de estacas do peloteiro; no entanto, desses,
14 s&o metabdlitos desconhecidos, ou seja, por mais que ja tenham sido
encontrados em outros organismos, ainda ndo possuem sua estrutura quimica
elucidada. Desta forma, foram identificados 45 compostos, incluindo aminoacidos
(12), acidos organicos (8), agucares (8), acucares acidos (6), alcoois de agucares
(5), aminas (2), fosfato (1), composto nitrogenado (1), ciclitol (1) e composto fendlico
(1) (TABELA 5.6).



109

TABELA 5.6 METABOLITOS IDENTIFICADOS EM EXTRATO METANOLICO DE ESTACAS DE A.

brachiata.

ID RI COMPOSTO CLASSE

c3 | 1097,9 Alanina Aminoacidos
c5 | 12096 Valina Aminoacidos
C8 1287,1 Isoleucina Aminoéacidos
C10 | 1291,9 Prolina Aminoacidos
C11 | 12997 Glicina Aminoacidos
C15 | 13537 Serina Aminoacidos
c17 1379,5 Treonina Aminoéacidos
C20 | 1514,0 Acido Aspartico Aminodcidos
C21 1522,8 cis - 4 - hydroxy — prolina Aminoacidos
c27 1614,3 Acido Glutamico Aminoacidos
c28 | 16207 Fenilalanina Aminoécidos
C34 | 17669 Glutamina  Aminoécidos
C1 1053,1 Acido Lactico ACidos organicos
Cc2 1076,6 Acido Glicdlico Acidos organicos
C12 1300,5 Acido Maleico ACidos organicos
c13 1311,1 Acido Succinico Acidos organicos
Cc18 1481,5 Acido Malico /I\Cidos organicos
C24 1569,5 2-hidroxi-acido glutarico ACidOS organicos
C37 1812,8 Acido Citrico Acidos organicos
C39 1849,6 Acido Quinico Acidos organicos
C41 1871,7 Frutose Agucares
C43 1911,0 Glicose Agucares
C47 1969,3 Glicopiranose Aglcares
C54 2306,2 Manose-6-fosfato Acucares
C55 2624,9 Sacarose Agucares
C57 2729,7 D-a,o-trealose Agucares
C59 2974,8 Galactinol Agucares
C61 3347,0 Raffinose Agucares
C14 | 1324,2 Acido Glicérico Aglcares acidos
C33 1753,6 Acido Ribonico Agucares acidos
C45 1929,8 Acido Glucurdnico Acucares acidos
C48 1981,2 Acido Galacténico Agucares acidos
C49 2001,8 Acido Sacarico Aclicares acidos
C51 2031,2 Acido Galactérico ' Agucares acidos
C19 1500,2 Eritritol Alcoois de agucares
C29 1710,6 Arabitol NCOOiS de aglcares
C30 1715,2 Ribitol Alcoois de agucares
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Ca4 1918.2 Mannitol Alcoois de acucares
C46 1926,6 Sorbitol Alcoois de acucares
C6 1260,2 Etanolamina Aminas

C22 1524,5 4-amino-acido butanico Aminas

c7 1266,0 Acido Fosférico Fosfato

C16 1359,5 2 — piperidina acido carboxilico Composto nitrogenado
C52 2081,2 Myo-inositol Ciclitol

C60 3215,5 Luteolina Composto fendlico

FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: ID: cédigo de identificacdo; RI: indice de retencéo.

Os resultados da analise de fatores, envolvendo todas as variaveis medidas,
sao apresentados nas Tabelas 5.7 e 5.8. Esses resultados representam a redugao
do numero inicial de variaveis representadas pelos fatores encontrados (variaveis

latentes), com seus respectivos coeficientes.

TABELA 5.7 TOTAL DA VARIANCIA EXPLICADA PELOS FATORES EXTRAIDOS.

Variancia explicada

Fator Total % da Variancia acumulada
1 13,688 32,591 32,591
2 9,956 23,705 56,296
3 6,283 14,961 71,257
4 3,046 7,251 78,508
5 2,335 5,558 84,067
6 2,03 4,834 88,901
7 1,384 3,294 92,195
8 1,043 2,482 94,678

FONTE: A autora (2022)

Por meio da analise foram extraidos oito fatores, que explicam 94,7% da
variancia total existente. Destes fatores foram selecionados os quatro primeiros que
explicam 78,51% da variancia total. Isto foi devido ao fato de que os quatro ultimos
fatores absorveram poucas variaveis em sua composicao.

Os coeficientes encontrados, para cada variavel no respectivo fator,
representam sua importancia e consistem na correlacao entre a variavel incluida e o
fator extraido. No primeiro fator foram incluidas 14 variaveis, no segundo e terceiro

seis variaveis e no quarto fator cinco variaveis. Foi considerada, para efeito da
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composicao de cada fator, a existéncia de uma correlacdo de no minimo 0,60 para

que a variavel fosse incluida no fator.

TABELA 5.8 COEFICIENTES DOS QUATRO FATORES ESCOLHIDOS, ONDE CADA
COEFICIENTE REPRESENTA A CORRELACAO ENTRE A VARIAVEL INCLUIDA E O FATOR.

Fator extraido

Variavel

1 2 3 4
Acido Léctico 0,863
Acido Glicélico 0,847
Alanina 0,866
Valina 0,826
Etanolamina 0,946
Acido Fosférico 0,643
Isoleucina 0,892
Acido Maleico 0,931
Glicina 0,906
Acido Succinico 0,948
Acido Glicérico 0,967
Serina 0,783
2 — piperidina &cido carboxilico 0,604
Treonina 0,927
Acido Malico 0,931
4-amino-acido butanico 0,796
2-hidroxi-acido glutarico 0,951
Fenilalanina 0,726
Arabitol
Acido Ribénico 0,886
Glutamina 0,814
Acido Quinico 0,930
Acido Glucurénico -0,613
Glicopiranose 0,884
Acido Galacténico 0,755
Acido Sacarico 0,76
Myo-inositol 0,766
Manose-6-fosfato 0,641
Sacarose -0,610
D-a,0-trealose 0,776
Galactinol 0,887
Lueolina 0,922
Raffinose -0,657

FONTE: A autora (2022)
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A razao para o uso destes procedimentos foi que a analise de fatores agrupa
as variaveis mais relacionadas em diferentes grupos de variaveis. Os grupos
resultantes sao os fatores. Uma vez selecionadas as variaveis que compdem cada
um dos quatro grupos, foi realizada uma analise multivariada de variancia
(MANOVA) para avaliar os efeitos das matrizes dos propagulos (rejuvenescidas e
adultas).

Os resultados da MANOVA indicam que, para todos os testes aplicados, os
materiais de matrizes rejuvenescidas e adultas sao diferentes nos fatores 1 e 4 (p <
0,001 e p < 0,05, respectivamente) e iguais nos fatores 2 e 3 (p > 0,05) (TABELA
5.9).

TABELA 5.9 RESULTADOS DA ANALISE DE VARIANCIA MULTIVARIADA, ENTRE OS
PROPAGULOS DE DIFERENTES MATRIZES, PARA O GRUPO DE VARIAVEIS PRESENTES DO
PRIMEIRO AO QUARTO FATOR.

Fator 1
Valor F Significancia
Trago de Pillai 0,941 10,230 < 0,001
Matrizes Lambda de Wil_ks 0,059 10,230 < 0,001
Trago de Hotelling 15,913 10,230 < 0,001
Maior raiz de Roy 15,913 10,230 < 0,001
Fator 2
Valor F Significancia
Traco de Pillai 0,370 1,667 0,190
Matrizes Lambda de Wil_ks 0,630 1,667 0,190
Trago de Hotelling 0,588 1,667 0,190
Maior raiz de Roy 0,588 1,667 0,190
Fator 3
Valor F Significancia
Traco de Pillai 0,247 0,929 0,499
Matrizes Lambda de Wil_ks 0,753 0,929 0,499
Trago de Hotelling 0,328 0,929 0,499
Maior raiz de Roy 0,328 0,929 0,499
Fator 4
Valor F Significancia
Traco de Pillai 0,440 2,829 0,047
Matrizes Lambda de Wilks 0,560 2,829 0,047
Trago de Hotelling 0,786 2,829 0,047
Maior raiz de Roy 0,786 2,829 0,047

FONTE: A autora (2022)

Uma vez executadas as analises de varidancia (MANOVA) para cada um dos

grupos de variaveis, foi realizada uma analise de discriminantes para os grupos 1 e

4, pois somente para estes foram verificadas diferencas entre os tipos de matrizes.
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Para o primeiro grupo de variaveis, em se tratando da comparacao de apenas
dois tipos de materiais, somente uma fungdo discriminante foi determinada,
apresentando uma correlagao entre as variaveis avaliadas e a fungao discriminante
de 0,95. A funcéao discriminante encontrada selecionou os compostos acido maleico,
2-hidroxi-acido glutarico, manose-6-fosfato, acido ribonico e glicina, como as
variaveis de maior peso (TABELA 5.10). E importante notar que das 14 variaveis que
compunham o grupo 1 (Fator 1), somente cinco foram consideradas significantes
para a discriminagao dos propagulos de diferentes matrizes.

Para o quarto grupo de variaveis também foi determinada somente uma
funcao discriminante, apresentando uma correlagdo entre as variaveis avaliadas e a
funcdo discriminante de 0,66. A fungdo discriminante encontrada selecionou
somente o composto acido fosférico, como a variavel de maior peso (TABELA 5.10).
E importante notar que das cinco variaveis que compunham o grupo 4 (Fator 4),
somente uma foi considerada significante para a discriminagdo dos tipos de

matrizes.

TABELA 5.10 COEFICIENTES DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS ORIGINAIS E A FUNCAO
DISCRIMINANTE E VALOR DE F COM SUA SIGNIFICANCIA, PARA OS GRUPOS 1 e 4 DE
VARIAVEIS (FATORES 1 E 4).

Grupo 1
Variavel Coeﬁmentg de Valor de F Significancia
correlagao
Acido maleico -0,210 9,653 0,005
2-hidroxi-acido 0,185 7,436 0,012
glutarico
Manose-6-fosfato -0,177 6,867 0,016
Acido rib6nico -0,173 6,551 0,018
Glicina -0,144 4,545 0,044
Grupo 4
Variavel Coeficiente de Valor de F Significancia
correlagédo
Acido fosférico 0,642 7,121 0,014

FONTE: A autora (2022)

As médias referentes as variaveis componentes das duas funcbes
discriminantes obtidas para as variaveis do grupo 1 (Fator 1) e grupo 4 (Fator 4) em

relacdo aos tipos de material sdo apresentadas na Figura 5.4. Para todas as
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variaveis selecionadas apd6s a analise das médias dos valores originais
(FIGURA 5.4) e dos resultados discriminantes, verificou-se que propagulos de
matrizes rejuvenescidas tém valores médios maiores que aqueles coletados de

matrizes adultas.

FIGURA 5.4 MEDIAS DAS VARIAVEIS PRESENTES NAS FUNGOES DISCRIMINANTES, PARA
CADA TIPO DE MATRIZ, PARA OS GRUPOS 1 E 4 (FATORES 1 E 4).
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FONTE: A autora (2022)

As estacas obtidas de matrizes rejuvenescidas apresentaram porcentagens
de enraizamento superiores aquelas oriundas de matrizes adultas. Desta forma,

sugere-se que os metabdlitos polares apresentados na Figura 5.4 tiveram um efeito
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benéfico ao enraizamento adventicio, atuando direta ou indiretamente na
rizogénese.

Acidos organicos, como o acido maleico e o 2-hidroxi-acido glutérico,
possuem multiplas fungdes nas plantas em resposta a tensdes ambientais, como
regulacao do pH, ajuste osmético e desintoxicacdo (KANG et al., 2019; ANDRADE et
al., 2021). O acido maleico é comumente encontrado em baixos niveis nas plantas,
devido ao seu reduzido envolvimento em vias bioquimicas (MOLERO et al., 2019), e
ja foi descrito como um inibidor competitivo de varias enzimas do ciclo de Krebs
(EVANS; GARRAWAY, 1984). No entanto, nenhum desses acidos tem relagao direta
com o enraizamento adventicio.

O acumulo de manose-6-fosfato diminui o “pool” de pirofosfato (Pi) necessario
para producao de ATP (HEROLD; LEWIS, 1977) e reprime a transcricdo de genes
associados com a fotossintese (JANG; SHEEN, 1997), podendo causar efeitos
deletérios ao crescimento e desenvolvimento das plantas. A presenca desse
composto estaria relacionada negativamente ao enraizamento adventicio por reduzir
a energia necessaria a rizogénese, porém os resultados obtidos sdo contraditérios,
visto que os maiores teores de manose-6-fosfato foram obtidos nos propagulos que
apresentaram maior capacidade de enraizamento.

Nao existem informagdes sobre o papel do acido ribénico na fisiologia de
plantas. Ha relatos que o acido y-aminobutirico (GABA), um aminoacido nao proteico
que atua na defesa de plantas contra insetos, esta envolvido no aumento de alguns
metabdlicos, como o acido ribénico (LI et al., 2017). Ndo é possivel confirmar uma
relagdo desse composto com o enraizamento, recomendando-se estudos mais
especificos que identifique a relagcdo do GABA com o acido ribdnico.

Os aminoacidos sdo compostos-chave na via biossintética da maioria dos
metabdlitos secundarios, desempenhando importantes papéis na formacgao de raizes
adventicias por promoverem a sintese de proteinas especificas necessarias a
iniciacao radicial e por serem precursores de horménios vegetais (TAIZ et al., 2017).
A glicina € um aminoacido abundante nos cloroplastos e participa no ajuste e na
protecdo das membranas dos tilacoides e, deste modo, auxilia na eficiéncia

fotossintética (CHEN; MURATA, 2011). Assim, o acumulo deste composto em
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estacas de matrizes rejuvenescidas pode ter beneficiado o enraizamento adventicio
por melhorar a producao de assimilados necessarios a rizogénese.

O &acido fosforico € um composto importante no fornecimento de fésforo para
as plantas, sendo este um elemento essencial, incorporado a uma diversidade de
compostos organicos, como agucares, fosfolipideos, nucleotideos e ATP (TAIZ et al.,
2017). A maior concentragédo de acido fosforico em estacas rejuvenescidas pode ter
influenciado positivamente na propensido ao enraizamento, dada a importancia do
fésforo no metabolismo vegetal, principalmente no armazenamento de energia.

Além dos metabdlitos apresentados na Figura 5.4, vale ressaltar que oito
acucares foram identificados nos extratos de estacas do peloteiro. Os agucares
influenciam na emisséo e formacao de raizes por serem fonte de carbono e energia
para biossintese de diversas substancias essenciais a rizogénese. A sacarose pode
ser diretamente utilizada como recurso energético auxiliando no processo de divisao
celular para formagao do primoérdio radicial (AHKAMI et al., 2009). Estacas com altos
teores de acucares geralmente resultam em melhores porcentagens de
enraizamento (HARTMANN et al., 2011).

Ainda, observou-se a presenca de compostos de importancia farmacologica
nos propagulos do peloteiro, como a luteolina e a glutamina. A luteolina € um
flavondide natural com elevada capacidade antioxidante e efeito anti-inflamatério,
comumente encontrado em espécies da familia Lamiaceae, como Vitex negundo
(DHANOKAR et al., 2020), Salvia sp., Ocimum sp., Origanum sp. e Thymus sp.
(PICOS-SALAS et al., 2021). Ja a glutamina € um aminoacido de grande importancia
a saude humana; ha relatos de efeitos positivos da suplementagao de glutamina no
tratamento de pacientes oncologicos, por ser um excelente imunomodulador
(FILLMANN et al., 2007; URBINA et al., 2017; CHITAPANARUX et al., 2020). Dessa
forma, torna-se necessario pesquisas especificas para avaliar o potencial medicinal
do peloteiro.

Dada a diversidade de metabdlitos com funcbes distintas e vitais no
crescimento e desenvolvimento das plantas, estudos sao necessarios para avaliar a
relagado direta e indireta entre os metabdlitos e a inducdo radicial em estacas de

especies florestais nativas.
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5.3.5 Analises anatbmicas

As estacas de matrizes rejuvenescidas e adultas apresentaram padréo
anatbmico semelhante. Em ambos os materiais, observou-se crescimento
secundario estabelecido, caracterizado pela presenca de xilema e floema
secundarios além de inicio da formacao da periderme (FIGURA 5.5A-B).

A regido cortical apresentou feixes de fibras esclerenquimaticas dispostas em
um anel descontinuo (FIGURA 5.5A-B). Algumas caracteristicas anatdmicas podem
limitar a formacao de raizes adventicias, principalmente, devido a presencga de tecido
esclerénquimatico, que podem atuar como barreira mecéanica na emissdo dos
primérdios radiciais (LIMA et al., 2011; WENDLING; BROOKS; TRUEMAN, 2015).

Varios estudos anatdmicos sugerem uma correlagdo entre a dificuldade no
enraizamento de estacas e a presenca de um anel continuo de esclerénquima
(AMISSAH; PAOLILLO; BASSUK, 2008; LIMA et al., 2011; PORFIRIO et al., 2016).
No peloteiro, a descontinuidade do anel de fibras esclerenquimatico provavelmente
impede que esta barreira atue de forma impeditiva a emisséo de raizes, sendo
facilmente penetrado pela presséo do primoérdio radicial (FIGURA 5.5F).

O céambio vascular apresenta-se bastante ativo, com uma faixa larga de
células em diferenciagdo, nao sendo observada diferenca aparente entre os
materiais avaliados. A medula € composta por células parenquimaticas e o caule &
revestido por uma epiderme unisseriada recoberta por cuticula, com felogénio ja em
atividade na camada subepidérmica (FIGURA 5.5C-D).

Verificou-se que a formagao do primérdio radicial ocorreu a partir do cambio
vascular, fato evidenciado pela proliferagdo de células nesta regido que deslocou as
estruturas adjacentes para a periferia (FIGURA 5.5F). A origem das raizes
adventicias provém da desdiferenciagcédo de varios tecidos celulares, como os tecidos
subepidérmicos, do cortex, do cambio, do floema secundario, do periciclo ou dos
feixes vasculares, e varia de uma espécie para outra (AGULLO-ANTON et al., 2014;
DENAXA et al., 2019).
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FIGURA 5.5 SECOES TRANVERSAIS DA BASE CAULINAR DE ESTACAS DE A. brachiata: VISAO
GERAL DE ESTACAS ORIUNDAS DE MATRIZES REJUVENESCIDAS (A); VISAO GERAL DE
ESTACAS ORIUNDAS DE MATRIZES ADULTAS (B); DETALHES DA SECAO TRANSVERSAL DE
ESTACAS ORIUNDAS DE MATRIZES REJUVENESCIDAS (C); DETALHES DA SECAO
TRANSVERSAL DE ESTACAS ORIUNDAS DE MATRIZES ADULTAS (D); DETALHE DA PORGAO
BASAL DA ESTACA ENRAIZADA (E); DESENVOLVIMENTO DO PRIMORDIO RADICIAL A PARTIR
DO CAMBIO VASCULAR (F).

FONTE: A autora (2022)
LEGENDA: cv: cambio vascular; c: cortex; e: epiderme; f: floema; fe: feixes de fibras

esclerénquimaticas; fl: felogénio; m: medula; s: suber; x: xilema; pr: primérdio radicial.
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Embora o enraizamento de estacas oriunda de matrizes rejuvenescidas tenha
sido superior ao de estacas adultas, ndo foram observadas diferengas anatémicas
entre os dois materiais, tampouco relacdo entre a presenca de tecidos
esclerenquimaticos e a capacidade rizogénica, visto que os dois padroes de estacas
apresentaram feixes de fibras esclerenquimaticas e que o enraizamento adventicio

ocorreu apesar da presencga desses feixes.

5.4 CONCLUSOES

A estaquia por meio de propagulos provenientes de matrizes rejuvenescidas
€ viavel e recomendada para produgdo de mudas do peloteiro, ndo sendo
necessaria a aplicacado de IBA para indugao radicial.

A estaquia com o uso de propagulos provenientes de matrizes adultas nao é
indicada para producao de mudas de A. brachiata.

As estacdes do ano influenciam a capacidade rizogénica do peloteiro, sendo
a primavera a melhor estagdo de coleta dos propagulos com maior produgdo de
compostos fendlicos totais, refletindo em maior enraizamento. No processo de
rizogénese ha um possivel consumo de compostos fendlicos e proteinas totais.

Foram identificados 45 compostos nos extratos do peloteiro, em sua maioria
aminoacidos. Os metabdlitos acido maleico, 2-hidroxi-acido glutarico, manose-6-
fosfato, acido ribbénico, glicina e acido fosférico foram observados em maiores
concentragbes em propagulos oriundos de matrizes rejuvenescidas, possibilitando
maior capacidade rizogénica.

Nao ha diferencas anatbmicas entre estacas oriundas de plantas
rejuvenescidas e adultas da espécie, tampouco barreiras anatbmicas que impegam o
enraizamento adventicio. A formacao do primérdio radicial ocorre a partir do cambio

vascular.
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6 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir
que:

A estaquia por meio de propagulos provenientes de matrizes rejuvenescidas
€ viavel e recomendada para produgao de mudas de Aegiphila brachiata. Ja o uso
de propagulos provenientes de matrizes adultas ndo é indicado para produgéao de
mudas da espécie.

A inoculagdo de Azospirillum brasilense em estacas nao influencia a
rizogénese do peloteiro.

As estagdes do ano influenciam a capacidade rizogénica do peloteiro, sendo
a primavera a melhor estagdo de coleta dos propagulos com maior produgédo de
compostos fendlicos totais, refletindo em maior enraizamento. No processo de
rizogénese ha um possivel consumo de compostos fendlicos e proteinas totais.

Os metabdlitos acido maleico, 2-hidroxi-acido glutarico, manose-6-fosfato,
acido ribdnico, glicina e acido fosférico foram observados em maiores concentragoes
em propagulos oriundos de matrizes rejuvenescidas, influenciando positivamente na
capacidade rizogénica.

Nao ha diferencas anatbmicas entre estacas oriundas de plantas
rejuvenescidas e adultas da espécie, e os feixes de fibras esclerenquimaticas nao
atuam como barreiras anatdmicas que impecam o enraizamento adventicio.

O fruto de A. brachiata € do tipo carnoso indeiscente com calice persistente;
a semente apresenta embrido axial e cotilédones espatulados; a germinagao é
hipdgea e a muda criptocotiledonar.

Sementes de A. brachiata possuem baixo potencial germinativo, devido a
uma barreira fisica/mecéanica do endocarpo, ndo somente a absor¢gdo de agua como
a expansao do embrido e emissao da radicula.

A retirada total do endocarpo é o método mais indicado para superagao da
dorméncia mecanica e as temperaturas de 25 e 30°C sdo recomendadas para

germinagao da espécie.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS E RECOMENDAGOES PARA PESQUISAS

Os estudos realizados na presente tese sdo pioneiros e dao inicio a
compreensao dos processos de producdo de mudas de Aegiphila brachiata,
fornecendo importantes perspectivas para pesquisas futuras e usos potenciais, dada
a escassez de informagdes sobre essa espécie nativa.

Constatou-se neste estudo algumas dificuldades relacionadas a propagagao
seminal da espécie, sendo que parte dos entraves que tangem a germinagao foram
compreendidos e solucionados. No entanto, as porcentagens de germinacgao ainda
nao sao satisfatorias, sendo necessarias pesquisas para otimizar esse processo.
Recomenda-se estudos que visem identificar se existe outra dorméncia associada a
dorméncia mecanica das sementes, como a dorméncia fisiolégica, sugerindo a
utilizacdo de tratamentos com giberelina aliados a retirada do endocarpo. Além
disso, recomenda-se analises anatdbmicas e a aplicacao de testes viabilidade e vigor
das sementes, como o teste de tetrazdlio, a fim de se verificar o potencial fisiolégico
das sementes e, dessa forma, acelerar e trazer homogeneidade para o processo
germinativo e formagao das mudas.

A propagacgao vegetativa por meio da estaquia mostrou-se uma alternativa
viavel para a produgcdo de mudas de A. brachiata; no entanto, ha muito o que
aprimorar, visto os indices ainda regulares de enraizamento apresentados neste
estudo. Recomenda-se tratamentos com pulverizacdo de auxina com intuito de
aumentar a relagdo auxinal/etileno e evitar a abscisdo prematura das folhas.
Trabalhos com miniestaquia da espécie também podem trazer resultados mais
promissores de enraizamento, ja que sao diversos os relatos do sucesso dessa
técnica de rejuvenescimento na propagacdo de espécies florestais. Sugere-se
também a avaliagdo dos niveis enddégenos de acido-indol-3-acético nas estacas,
relacionando-os com o acumulo de flavonoides, como a luteolina, e com o &cido
glicurénico, com o intuito de identificar se existe relagdo desses metabdlitos com a
protecao e conjugacao da auxina enddgena.

Como os estudos realizados nessa tese sao pioneiros, e pouco se sabe sobre
A. brachiata, ha muitas pesquisas a serem desenvolvidas n&o s6 para aprimorar 0s

processos de producdo de mudas, mas também para conhecer os potenciais usos
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dessa espécie nativa. A espécie pode apresentar potenciais alimenticios por meio de
seus frutos, que apresentam sabor peculiar. Dessa forma, sugere-se estudos
visando a caracterizagao nutricional e testes de aceitacdo do fruto do peloteiro.

Visto todo o histérico medicinal e aromatico da familia Lamiaceae e
especificamente do género Aegiphila, somado a presenga de metabdlitos com
importancia farmacolégica encontrados no capitulo Ill da presente tese, como a
luteolina (possui capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e propriedades anti-
tumorais), pesquisas que identifiquem o potencial medicinal do peloteiro podem
auxiliar na descoberta e elaboracao de novos farmacos.

Esse foi o primeiro estudo com produgdo de mudas de A. brachiata e um dos
poucos na literatura que trata especificamente dessa espécie, o que traz grandes
perspectivas para pesquisas futuras com intuito ndo somente de aprimorar os
processos de produgdo de mudas mas de unir informag¢des que agreguem valor a

espécie, demostrando seus potenciais.
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