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RESUMO

SIMOES, Ingridh Medeiros. Estresse térmico e morfogénese in vitro de sementes
de Dalbergia nigra. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Jerébnimo Monteiro, ES. Orientador: Prof. Dr.
Rodrigo Sobreira Alexandre. Coorientador: Prof. Dr. José Carlos Lopes e Prof. Dr.

Marcos Vinicius Winckler Caldeira.

A espécie Dalbergia nigra (Vell.) Alleméao ex Benth é conhecida popularmente como
jacaranda da Bahia, apresenta madeira utilizada para a fabricacdo de moéveis de luxo
e construcoes civis, fator esse que a inseriram na Lista Oficial da Flora Brasileira
Ameacada de Extingdo devido a sua acentuada explora¢do. Pouco se conhece sobre
sua propagacao, podendo ser a cultura de tecidos uma importante técnica aliada para
a producdo de mudas em larga escala desta espécie. Objetivou-se estudar as
caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de sementes de Dalbergia nigra sob estresse
térmico in vitro, bem como a sua morfogénese utilizando-se diferentes explantes sob
combinacdes citocininicas. Capitulo I: Qualidade fisiologica e biogquimica em sementes
de Dalbergia nigra sob estresse térmico in vitro a 45 °C por diferentes horas (0; 24;
48; 72; 96). Foram realizadas as analises fisiolégicas de umidade, condutividade
elétrica, indice de velocidade de germinacdo, plantulas normais e anormais,
comprimento de parte aérea, raiz e hipocaétilo, didametro do coleto, massa seca de parte
aérea e raiz e indice de qualidade de Dickson e as analises bioquimicas de
carboidratos totais, lipidios totais, fendis totais, proteinas totais, amido e fibras. As
analises estatisticas constaram de regressao e correlacdo de Pearson. Observou-se
reducdo na germinagdo e no vigor das sementes com o tempo de estresse térmico,
apresentando decréscimo de 95 para 0%, com 0 e 96 horas respectivamente e
reducdo no conteudo de carboidratos, lipidios e proteinas. Capitulo Il: Morfogénese in
vitro de explantes hipo e epicotiledonares de Dalbergia nigra, induzidos por
combinagdes citocininicas. Foram analisados o numero de brotos, nimero de folhas,
comprimento do broto, diametro do coleto, nimero de raizes, comprimento da raiz
principal, massa seca do broto e massa seca da raiz. As analises estatisticas
constaram de teste de médias de Tukey e correlacdo de Pearson (p<0,05). O uso de
6-benzilaminopurina (BAP - 2.22 uM) na multiplicagdo de brotos proporcionou alto



fator de multiplicagdo, comprimento e massa seca de brotos, nimero, comprimento e
massa seca de raiz, quando associada ao explante no cotiledonar.
Palavras-chave: Jacaranda da Bahia, cultivo in vitro, estresse abiotico, bioquimica

organogénese.

ABSTRACT

SIMOES, Ingridh Medeiros. Heat stress and in vitro morphogenesis of Dalbergia
nigra seeds. 2021. Dissertation (Master in Forest Sciences) - Federal University of
Espirito Santo, Jerénimo Monteiro, ES. Advisor: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre.
Co-advisor: Prof. Dr. José Carlos Lopes and Prof. Dr. Marcos Vinicius Winckler

Caldeira.

The species Dalbergia nigra (Vell.) Alleméo ex Benth is popularly known as jacaranda
from Bahia, it has wood used for the manufacture of luxury furniture and civil
constructions, a factor that included it in the Official List of the Endangered Brazilian
Flora due to its sharp exploitation. Little is known about the propagation of this species,
and tissue culture may be an important allied technique for the production of large-
scale seedlings of this species. The objective of this study was to study the
physiological and biochemical characteristics of Dalbergia nigra seeds under heat
stress in vitro, as well as their morphogenesis using different explants under cytokinetic
combinations. Chapter I. Physiological and biochemical quality of Dalbergia nigra
seeds under heat stress in vitro at 45 ° C for different hours (0; 24; 48; 72; 96).
Physiological analyzes of moisture, electrical conductivity, germination speed index,
normal and abnormal seedlings, root and hypocotyl shoot length, collar diameter, shoot
and root dry mass and Dickson quality index were performed and biochemical analysis
of total carbohydrates, total lipids, total phenols, total proteins, starch and fibers. The
statistical analyzes consisted of Pearson's regression and correlation. There was a
decrease in germination and vigor with the hours of thermal stress, with a decrease
from 95 to 0%, with 0 and 96 hours respectively and a reduction in the content of
carbohydrates, lipids and proteins. Chapter II: In vitro morphogenesis of hypo and
epicotyledon explants of Dalbergia nigra, induced by cytokinetic combinations. The

number of shoots, number of leaves, shoot length, stem diameter, root number, root



length, dry mass of the shoot and dry mass of the root were analyzed. The statistical
analyzes consisted of Tukey's means test and Pearson's correlation (p <0.05). The
use of 6-benzylaminopurine (BAP - 2.22 uM) in the multiplication of shoots provided a
high multiplication factor, length and dry mass of shoots, number, length and dry mass
of root, when associated with the explant cotyledon node.

Keywords: Jacaranda da Bahia, in vitro cultivation, abiotic stress, organogenesis

biochemistry.
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1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth é conhecida popularmente
como jacaranda da Bahia e pertence a familia Leguminosae-Fabaceae. Apresenta
ocorréncia natural no hotspot da biodiversidade Floresta Atlantica, podendo ser
encontrada desde o Sudeste do Brasil até os estados do Nordeste (PAULA; ALVES,
1997; LORENZI, 2016). Sua madeira € muito apreciada na fabricacdo de méveis de
luxo e construcdes civis, fatores que a inseriram na Lista Oficial da Flora Brasileira
Ameacada de Extingcédo, devido a sua acentuada exploracédo (ROLIM; CHIARELLO,
2004; MARTINELLI; MORAES, 2013; MMA, 2014; LORENZI, 2016).

Umas das formas de propagacdo em massa desta espécie é pelo cultivo in
vitro, fundamentada no principio da totipoténcia celular, e consiste no cultivo de
tecidos, 6rgaos ou células em meio nutritivo sob condi¢cdes assépticas e ambiente
controlado. Diversas sdo as vantagens de seu uso, tais como, produ¢do em massa de
plantas em um curto periodo de tempo, sendo essa de grande interesse para espécies
ameacadas de extincédo e de dificil propagacao via sementes, possibilitando também
a producédo de plantas livres de doencas (LINEBERGER, 1981; SARASAN et al.,
2006).

O crescimento e a morfogénese via organogénese direta ou indireta in vitro
depende da interacdo entre as substancias de crescimento, que ocorrem de forma
natural (horménios) ou sintética (fitorreguladores), sendo elas do grupo das auxinas e
citocininas. As citocininas atuam na divisado celular, formacéo de gemas adventicias e
estimulam as brotacfes laterais, enquanto as auxinas atuam na formacao de raizes,
crescimento e alongamento celular (GEORGE, 1996; TAIZ et al., 2017). Além disso,
o balanco entre esses dois fitorreguladores atua na diferenciagéo celular, através da
formacado de massas de calos que na inducdo suas células se tornam competentes e
determinadas a formar parte aérea e raiz (SKOOG; MILLER, 1957; ALVES et al.,
2004).

Dentre as técnicas de propagacao in vitro, a germinagao permite o fornecimento
de explantes juvenis para a organogénese (SILVA et al., 2017). Contudo se faz
necessario a utilizacao de lotes de sementes de alta qualidade, visando a producéao

de plantulas normais.
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As condi¢gbes climaticas vém sofrendo alteragbes como aumento de
temperatura, isto em funcdo da ac¢do antropica por meio das mudancgas na paisagem
natural, tais como, desmatamentos, poluicdo atmosférica, que causam danos
irreversiveis no clima local e global (LIIRA et al., 2007; CAVIEDES; IBARRA, 2017).
O estresse térmico pode levar a deterioracao de sementes, promovendo a diminuicdo
do vigor e a perda da capacidade germinativa, e consequentemente na liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que atuam danificando o material genético e
causando mudancas na estrutura celular (EBONE et al., 2019; ZHANG et al., 2021).
Além da diminuicdo da capacidade de germinacdo das sementes, as mudas podem
sofrer anormalidades e podem apresentar baixo pegamento na fase de
estabelecimento em campo (TEIMORI et al., 2019).

A germinacdo ocorre dentro de uma faixa de temperatura maxima, minima,
Otima e abaixo ou acima da qual ndo irda ocorrer a germinacao, e isto ird variar de
acordo com a espécie (DURR et al., 2015). Sementes expostas a estresses térmicos
podem apresentar alteracbes bioquimicas e fisiologicas, aumento das taxas
respiratorias, condutividade elétrica e atividade de enzimas peroxidases (SILVA et al.,
2020). Os efeitos deletérios causados por altas temperaturas e umidade estédo
associados a danos nas membranas, nos niveis proteicos, rapido consumo de
reservas durante a germinacdo, degradacdo de lipideos levando a peroxidacao
lipidica (FUJIKURA; KARSSEN, 1995; SILVA et al., 2020).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Estudar as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas de sementes de Dalbergia

nigra sob estresse térmico in vitro, bem como a sua morfogénese utilizando diferentes

explantes sob combinacgdes citocininicas.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar o potencial germinativo e o vigor de sementes D. nigra sob estresse

térmico in vitro.
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e Estudar a qualidade de mudas de D. nigra provenientes de sementes sob
estresse térmico.

e Estudar o comportamento bioquimico de sementes de D. nigra sob estresse
térmico.

e Estudar diferentes tipos de explantes na morfogénese in vitro de D. nigra.

e Estudar aresposta a resposta de explantes D. nigra ao uso de combinacdes

citocininicas.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Dalbergia e a espécie Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth

O género Dalbergia pertencente a familia Leguminosae-Fabaceae, apresenta
cerca de 100 espécies de arvores, arbustos e lianas, dentre as quais no Brasil ocorre
a presenca de 40 espécies deste género, sendo sua maior ocorréncia distribuida em
vegetacOes de Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica (LORENZI, 2016). Nesse
género encontram-se espécies de importancia econdémica, devido ao uso da madeira
para diversos fins, como a Dalbergia cearensis Ducke uma espécie caracteristica da
caatinga do Nordeste brasileiro, conhecida como jacaranda-violeta (CARVALHO,
2003). Para outros fins como extracao de o6leos volateis Mendes et al. (2012) relatam
que foram encontrados 60 compostos volateis destacando-se: linalol, [-
damascenona, a-ionona, geranil-acetona e f3-ionona como sendo caracteristicos da
espécie Dalbergia frutenses (Vell.) Britton (jacaranda branco) e, identificaram que o
rendimento de 6leo volatil é influenciado pelas condicdes ambientais, evidenciando
um comportamento diretamente proporcional a temperatura e nebulosidade e
inversamente proporcional a precipitacao.

A espécie Dalbergia nigra (Vell.) Allem&o ex Benth, popularmente conhecida
como jacaranda da Bahia, apresenta maior ocorréncia nos estados da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo (LORENZI, 2016). Conhecida a mais
de trezentos anos por apresentar madeira de alta qualidade, considerada como nobre,
muito procurada para moveis de luxo, fabricacdo de pianos, acabamentos internos na
construcéo civil, como molduras, portas (CARVALHO, 2003). Sua folhagem delicada

e a forma aberta de sua copa apresenta grande potencial ornamental (LORENZI,
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2016). E uma arborea recomendada para recuperacdo de areas degradadas e
arborizacdo de pastagens, pois apresenta boa adaptabilidade a solos com baixa
fertilidade e baixo teor de aluminio, pH superior a 5,2, solos profundos, boa drenagem
(CARVALHO, 2003; GONCALVES et al., 2014).

Possui flores perfumadas, melifera, com producdo de néctar e pdlen
(CARVALHO, 2003). O fruto € um legume do tipo samardide, indeiscente, seco, com
coloracdo marrom escura, superficie rugosa e brilhosa, com formato oblongo, bordos
inteiros e levemente curvados, o apice é acuminado com uma ou duas sementes por
fruto (BRAZ et al., 2009). A germinacado desta espécie ex vitro é caracterizada como
fanerocotiledonar e inicia-se apos trés dias da semeadura sob condi¢gfes ideais em
laboratorio, obtendo aproximadamente 80% de germinacdo apos 15 dias. Apresenta
radicula de cor marrom clara, ligeiramente curvada e o hipocétilo apresenta cor verde-
clara e forma cilindrica. Os cotilédones sdo carnosos, opostos, com uma nervura
principal bem visivel, com forma ovada. O epicatilo é cilindrico, de cor verde-clara. Os
eodfilos sdo compostos, opostos, imparipinados, alternos, com estipulas
interpeciolares. Os foliolos possuem formas obovadas, alternos com base obtusa,
margem inteira e apice obtuso (BRAZ et al., 2009).

Sua floracéo ocorre de acordo com o local em que esté inserida, sendo: em
Minas Gerais, de setembro a novembro; no Espirito Santo, de outubro a maio; na
Bahia, de outubro a novembro e em Sao Paulo, de novembro a janeiro. O periodo de
frutificacdo também é variavel, se estendendo de maio a outubro, no Espirito Santo;
de agosto a janeiro, em Sao Paulo; de setembro a dezembro, em Minas Gerais, e em
dezembro, na Bahia (CARVALHO, 2003).

Suas sementes apresentam suscetibilidade ao ataque das larvas do
Curculionidae Troezon champion que se criam nas sementes dessa espécie,
depositando seus ovos nas sementes e posteriormente essas sao consumidas pelas
larvas (CARVALHO, 2003).

Com a intensa exploracao de sua madeira no decorrer dos anos, devido seu
alto valor econdémico, a Dalbergia nigra encontra-se na Lista Oficial das Espécies da
Flora Brasileira Ameacadas de Extincdo (MMA, 2014) e é classificada, pela Lista
Vermelha da Flora do Brasil como vulneravel com avaliacdo de distribuicdo nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sao

Paulo, apresentando como justificativa, o seu alto valor econdémico, sendo
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considerada a melhor madeira do Brasil para construgdo civil e fabricagdo de moveis
finos. Apesar de ampla distribuicdo é considerada rara em floresta primaria, e devido
a intensa exploracdo no passado, estima-se que 30% da populacdo da espécie
tenham sido perdidos (CNCFLORA, 2013).

3.2 Bioquimica de sementes

Os compostos quimicos em sementes (carboidratos, proteinas e lipideos) sao
as principais fontes de energia para o embrido, e atuam como substrato para
estruturas celulares. A quantidade e a mobilizacdo de reservas sao variaveis de
espécie para espécie e influenciam diretamente no seu vigor (BUCKERIDGE et al.,
2000; BUCKERIDGE et al., 2004; CORTE et al., 2006; BEWLEY et al., 2013). O vigor
pode ser definido como a quantidade de energia que a semente possui para realizar
atividades metabdlicas e quebra de compostos no seu interior que resultam na sua
germinacao, podendo sofrer influéncia de fatores genéticos, condi¢des climaticas e de
armazenamento (TOLEDO; MARCOS FILHO, 1977; CARVALHO; NAKAGAWA,
2012).

O estresse térmico, seja por temperaturas acima ou abaixo da ideal, interfere
em diversas reacfes bioguimicas, que regulam os processos metabdlicos, além de
influenciar na absorcédo de agua pela semente (BEWLEY et al., 2013). Matos et al.
(2015), analisando sementes de Dalbergia nigra, obtiveram 92% de germinagao sob
temperatura de 25 °C, e concluiram que essa era a temperatura ideal para a
germinacao da espécie.

O carboidrato esta entre uma das principais substancias de reserva na semente
e tem como principal funcdo o fornecimento de energia ao embrido para seu
desenvolvimento durante a germinacdo. Esse composto esta intimamente ligado a
armazenabilidade da semente, visto que contribui para o estado vitreo dos espacgos
intercelulares e consequentemente minimiza os efeitos do envelhecimento (LEHNER
et al., 2008). Os oligossacarideos da série rafinose (rafinose, estaquiose, verbascose,
ajugose) atuam na defesa da semente a estresses abioticos e estdo associados a
tolerancia contra a dessecacao do embrido (SENGUPTA et al., 2015; VIDIGAL et al.,
2016).
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As proteinas tém duas funcdes essenciais nas sementes: como substancia de
reserva e como catélise de reacbes quimicas. Sementes sob estresse ou ja& em
processo de deterioracdo apresentam decréscimo no teor e na sintese proteica, ja que
o calor em altas temperaturas acelera a sua desnaturacdo, o que leva a perda da
capacidade de desempenhar diversas funcdes no interior da semente (MARCOS
FILHO, 2015). Durante o processo germinativo nas primeiras horas de embebicéo, o
primeiro evento bioquimico que ocorre nas sementes sob estresse, seja ele térmico
ou hidrico € o dano na sintese de proteinas (ABDUL-BAKI, 1980).

Os acidos graxos, unidade basica dos lipidios, € uma molécula organica com
alto potencial de liberagdo de energia na sua oxidacdo (SOMERVILLE et al., 2000). O
dano da oxidacéo causado por radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)
sao as principais causas de deterioracdo das sementes. A peroxidacao lipidica induz
a formacdo de malonodialdeido (MDA) e promove desequilibrios fisiologicos nas
sementes e consequentemente a lixiviacao de eletrélitos das membranas. O aumento
da concentracdo de ROS induz os acidos graxos insaturados de cadeia longa a se
decomporem em cadeias menores, acarretando a modificacéo e perda de integridade
das membranas (OENEL et al., 2017; EBONE et al., 2019; ZHANG et al., 2021).

Os compostos fendlicos apresentam fun¢des variadas na planta, podendo atuar
na protecdo contra patdégenos/doencas, predadores, plantas competidoras ou
estresses por temperatura, agua e luz UV (ARIMURA; MAFFEI, 2016; MAEDA, 2019).
Nas sementes os fendis, a exemplo dos flavondis, exercem um papel crucial na sua
protecdo a estresses biodticos e abibticos e no desenvolvimento e germinacdo. Esses
compostos atuam extinguindo o perdxido de hidrogénio (H202) e outros radicais livres
através do seu sequestro e neutralizacdo (KUMAR; PANDEY, 2013; NAKABAYASHI
et al., 2014).

3.3 Cultura tecidos vegetais

3.3.1 A técnica

A cultura de tecidos vegetais € o termo utilizada para designar todas as técnicas
de cultura de células, tecidos e orgaos, em condi¢cdes assépticas e em ambiente
controlado. Esta tem como fundamento a totipotencialidade celular, que consiste na

capacidade de uma uUnica célula vegetal sob estimulos apropriados formar um novo
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individuo multicelular (TORRES et al., 1998; TERMIGNONI, 2005). A inducao
morfogénica necessita da obtencédo de explantes livres de contaminacdo, na qual o
estabelecimento de explantes € fundamental e a semente € utilizada como fonte de
obtencdo de explantes juvenis, sendo que a germinagao in vitro permite reproduzir
grande numero de mudas de alta qualidade e com tempo reduzido (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; SILVA et al., 2017).

O cultivo in vitro pode ser dividido em duas vias, a organogénese e a
embriogénese somatica. A organogénese consiste na formacéo de raiz e/ou brotos
pela inducdo com reguladores de crescimento, a diferenciacdo a partir do explante
inicial. Esta pode ser dividida em direta e indireta, em que a direta o explante é
induzido e h& o desenvolvimento direto sem a formacéo de calos (massa de células
com crescimento desordenado) nos tecidos, enquanto a indireta, primeiro ocorre o
crescimento de calos e posteriormente a formagao e desenvolvimento de brotos e/ou
raizes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES, 2002; ALVES et al., 2004;
LUCIANI et al., 2006).

A embriogénese somatica pode ser explicada pela formacéao e desenvolvimento
de embriBes sem que ocorra a fusdo de gametas feminino e masculino. Esta também
pode ser dividida em direta e indireta, sendo que na direta ha a formacédo de embrides
somaticos diretamente das células, e na indireta ocorre a crescimento de calos
anteriormente e posterior desenvolvimento de embrides (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; PAIS et al., 2019).

3.2.2. Organogénese no género Dalbergia

As sementes de Dalbergia nigra sofrem ataque de larvas do broqueador
Troezon champion e isso pode se tornar um empecilho na sua propagacgéao seminifera
(SANTOS et al., 1992). A propagacao vegetativa atraves da técnica do cultivo in vitro
permite a producdo em massa em condi¢des assépticas, sendo uma boa alternativa
para espécies de elevado interesse econdmico e em risco de extingdo. Segmentos
nodais de Dalbergia latifolia Roxb. foram submetidos a inducdo de calos para
propagacao assexual em massa de arvores de jacaranda elite tendo em vista a baixa
viabilidade das sementes. Foram testadas varias combinacdes de reguladores de

crescimento, em que as mais satisfatorias na inducdo de brotacbes axilares foram



21

BAP (0,1-5,0 mg L) e ANA ou AIA (0,01-0,5 mg L1), entretanto, em algumas
combinag¢des houve 80-100% de brotacao e, consistentemente sendo o meio MSI (MS
forca total suplementado com BAP (1,0 mg L) + ANA (0,05 mg L) + glutamina (750
mg L) + 14% de sacarose) o mais adequado apresentando 100% de brotacéo
(SWAMY et al.,1992).

Outras fontes de explante s&o utilizadas para a organogénese indireta, como
os foliares e radiculares de Dalbergia nigra, no qual todos os tratamentos utilizando
os foliolos em meio WPM apresentaram calos mononodular, destacando-se a
utilizacao das concentracdes de 5 e 10 uM de 2,4-D combinadas com 10 uM de BAP
na qual formaram 90% de calos mononodular. No entanto, quando os explantes
foliolos foram subcultivados em meio MS nas concentracdes 1 e 10 uM de AlA
combinado com 10 uM de BAP houve 80 e 100% de calos mononodular. Este tipo de
calo é antecessor a organogénese indireta de Dalbergia nigra (SARTOR et al., 2014).

Em segmentos de epicétilo de plantulas de Dalbergia nigra, utilizando tecido
jovem, sem lignificacdo, mais propensos a desdiferenciacdo celular, verificaram que
utilizando a combinacéo 0,009 uM de ANA e 2,5 uM de TDZ houve maior porcentagem
de formacéo de calos (59,82%) e maior porcentagem de area do explante coberto por
calo (76,79%) (DAVIS, 2017). No entanto, apos 45 dias em meio de regeneragéo, sob
as concentragdes 1,1 uM de BAP e 0,68 uM de ANA; e 2,46 uM de BAP e 0,04 uM de
ANA apresentaram maior porcentagem de calos com formacdo de gemas com
78,57%, em ambos. Apesar da alta formacao de gemas, a regeneracao de brotos foi
baixa apresentando um broto por calo, enquanto os explantes que foram submetidos
a combinacdo 0,009 uM de ANA e 0,5 uM de TDZ na fase de formacao de gemas,
apresentaram menor porcentagem (60,71% e 64,29%, respectivamente) de calos.
Contudo, houve maior regeneracao de brotos apresentando quatro e sete brotos nas
concentracdes testadas para a regeneracao de brotos.

A presencga de BAP (8,88 pM) no meio de cultura foi benéfica a formacao
calogénica em Dalbergia nigra, no entanto a maioria dos calos apresentava-se
compactos, o que inviabiliza a organogénese indireta (SANTOS, 2019). Quando se
utilizou AIB foi possivel obter um bom enraizamento nas concentragdes de 4,92 e 9,84
MM sendo que na ultima foi possivel obter crescimento radicular sem prejudicar de

forma severa o desenvolvimento de brotagoes.
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CAPITULO I: Qualidade fisiologica e bioquimica em sementes de Dalbergia nigra sob

estresse térmico in vitro

RESUMO

O jacaranda da Bahia (Dalbergia nigra (Vell.) Alleméo ex Benth) é uma arvore
endémica de um hotspot de biodiversidade Neotropical e de grande interesse
ecologico e econémico. Diante da ameaca de extincdo devido a superexploracéo da
madeira e as mudancas climaticas, com o presente estudo objetivou-se analisar a
qualidade fisiolégica e bioguimica de sementes de D. nigra submetidas a estresse
térmico in vitro. As sementes foram semeadas em tubo de ensaio contendo meio
WPM, mantidas em demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 45 °C por 0, 24, 48, 72
e 96 h, sendo posteriormente mantidas por 30 dias em BOD regulada a 25 °C. As
andlises fisiologicas de umidade, condutividade elétrica, germinacao (%), indice de
velocidade de germinacéo, plantulas normais e anormais (%), comprimento de parte
aérea, comprimento da raiz, comprimento do hipocétilo, diametro do coleto, massa
seca de parte aérea e raiz e indice de qualidade de Dickson resultaram em queda na
germinacgao e vigor com as horas de estresse térmico, apresentando decréscimo de
95 para 0%, com 0 e 96 horas respectivamente. Houve reducdo no contetdo de
carboidratos, lipidios e proteinas. O vigor e a qualidade das mudas sao influenciados
negativamente pela exposi¢cao ao estresse térmico a 45 °C.

Palavras-chave: estresse abiotico; germinacéo in vitro; jacaranda da Bahia; cultura

de tecidos.

ABSTRACT

The jacaranda from Bahia (Dalbergia nigra (Vell.) Allem&o ex Benth) is an
endemic tree of a Neotropical biodiversity hotspot and of great ecological and
economic interest. Faced with the threat of extinction due to overexploitation of wood
and climate change, the present study aimed to analyze the physiological and
biochemical quality of D. nigra seeds subjected to heat stress in vitro. The seeds were
sown in a test tube containing WPM medium, maintained in biochemical oxygen
demand (BOD) at 45 °C for 0, 24, 48, 72 and 96 h, and subsequently kept for 30 days



29

in BOD regulated at 25 °C . Physiological analyzes of humidity, electrical conductivity,
germination (%), germination speed index, normal and abnormal seedlings (%), shoot
length, root length, hypocotyl length, collar diameter, shoot dry mass and Dickson's
root and quality index resulted in a drop in germination and vigor with the hours of
thermal stress, showing a decrease from 95 to 0%, with O and 96 hours respectively.
Along with this result, there was a reduction in the content of carbohydrates, lipids and
proteins. Therefore, the vigor and quality of the seedlings are negatively influenced by
exposure to thermal stress at 45 °C.

Keywords: abiotic stress, in vitro germination, jacaranda of Bahia, tissue culture.

1. INTRODUCAO

A intensa exploracdo madeireira de espécies nativas aliada a falta de plantios
pode levar ao risco de extincdo. A espécie Dalbergia nigra (Vell.) Allemé&o ex Benth
possui madeira de alta qualidade para a constru¢cdo de méveis de luxo e instrumentos
musicais, que devido a sua exploracdo, o seu comércio esta proibido desde a década
de 1990 e esté listada como vulneravel a extingcdo desde 1998 (RIBEIRO et al., 2005;
CITES, 2008; IUCN, 2013; BRASIL, 2014; BRANDES et al., 2020). E endémica da
Floresta Atlantica, um hotspot neotropical, e conhecida popularmente como jacaranda
da Bahia ou jacaranda caviuna (LORENZI, 2016).

A sua propagacdo ocorre principalmente via seminifera, sendo afetada
negativamente pela quantidade e qualidade de sementes vidveis obtidas, devido a
severidade do ataque do besouro broqueador Troezon championi (Lima) (SANTOS et
al., 1992). A germinacdo de D. nigra é do tipo faneroepigeal, os cotilédones
apresentam funcéo de reserva e sofrem rapida abscisdo do hipocétilo (ANDRADE et
al., 2006), apresentando aproximadamente 92% de germinacgéo durante o periodo de
10 dias, e para a obtencao do padréo trifasico de embebicdo nesta temperatura, foram
necessarias 24 horas para a fase |, 108 h para a fase Il e, 132 h, para as sementes
atingiram a fase lll (MATOS et al., 2015).

Fatores abidticos podem afetar a qualidade fisiologica das sementes, incluindo
as alteracdes climaticas e toda a problematica de aumento de temperatura. Isso pode
alterar o comportamento da germinacéo de espécies no ambiente natural, o que torna

de extrema importancia estudos envolvendo os efeitos do estresse térmico na
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germinacdo de sementes, sobretudo, em espécies que estdo em risco de extingao.
Portanto, o cultivo in vitro auxilia na multiplicacdo e resgate de material vegetal de
espécies que se encontram em risco de extingédo e de dificil propagacdo (SARASAN
et al., 2006). Mudas desta espécie podem ser utilizadas para a recuperacao de areas
degradadas, pois apresentam alta regeneracédo e boa adaptabilidade a terrenos de
baixa fertilidade (CARVALHO, 2003). No entanto, essas areas sao caracterizadas por
algum grau de perturbacéo a sua integridade seja fisica, quimica ou bioldgica, assim,
pode haver alteracfes na temperatura do solo e do ambiente, e desta forma, afetar a
germinacgado de espécies que apresentam distribuicdo natural.

A temperatura afeta a qualidade fisiolégica da maioria das sementes, incluindo
as de D. nigra, influenciando diretamente a germinacéo, acelerando ou desacelerando
0 metabolismo da semente, e até inibindo processos enzimaticos (MATOS et al.,
2015). Também pode influenciar a taxa de embebicado, alterando a velocidade das
reagdes quimicas que promovem a mobilizag&o de reservas e a sintese de compostos
necessarios ao crescimento das mudas (BEWLEY et al., 2013).

O estudo da bioquimica das sementes permite obter informacdes importantes
sobre afisiologia e seu vigor (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Durante 0s processos
germinativos os carboidratos, lipidios e proteinas sdo mobilizados para a producéo de
energia e formacdo de novas células e tecidos. Apés o catabolismo, os lipidios e
proteinas tém como produto final os acidos graxos e aminoacidos, respectivamente,
enquanto os carboidratos e amido sdo convertidos em acucares menores, cComo
maltose, glicose e sacarose. A mobilizagao de reservas pode variar de acordo com o
regime térmico (BEWLEY et al., 2013; TESFAY et al., 2016; SILVA et al., 2020).

Para entender o desempenho das plantas sob condicdes de estresse térmico,
€ necessario investigar suas respostas a temperaturas acima da faixa ideal, que em
sementes de Dalbergia nigra é 25 °C (MATOS et al., 2015). Desta forma, objetivou-se
analisar a qualidade fisiolégica e bioguimica de sementes de D. nigra submetidas a

estresse térmico in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de Dalbergia nigra provenientes de arvores matrizes
produtoras de sementes (20°46'14”S, 42°51’40”W), situadas no municipio de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil, adquiridas via Sociedade de Investigacfes Florestais (SIF), na
Universidade Federal de Vigcosa (UFV), registradas no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As sementes foram mantidas no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, em ambiente com temperatura e umidade controladas
de 4 °C e 8,30%, respectivamente, até o inicio do experimento. As sementes foram
lavadas com solucdo de detergente neutro, e em camara de fluxo laminar foram
desinfestadas com alcool 70% (Audax®) por um minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI)
(Qboa®) 2,5% por 15 minutos, e triplice lavagem em agua destilada autoclavada apés
cada etapa. Posteriormente, foram semeadas individualmente em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura autoclavado, composto por 2,41 g L'* WPM -
Woody Plant Medium (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 30 g L de
sacarose, 0,1 g L' de mio-inositol, 6 g L de &gar e o pH ajustado para 5,7 + 0,2. Os
tubos foram vedados com filme plastico do tipo PVC e mantidos em camaras de
germinacgéo do tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) (Eletrolab®) regulada a
45 °C, fotoperiodo 8/16 h e irradiancia de 30 pmol m=2 s por meio de lampada LED
(Empalux®) separados em trés lotes contendo quatro repeticdes de 10 sementes, que
foram tratadas por diferentes horas de estresse térmico a 45 °C (0; 24; 48; 72 e 96 h).
Antes e apds cada periodo de estresse as sementes foram caracterizadas quanto ao
teor de agua pelo método da estufa a 105 + 3 °C até peso constante, com resultados
expressos em porcentagem (BRASIL, 2009).

As sementes do primeiro lote foram retiradas dos tubos, pesadas em balanca
de precisdo (0,0001 g), colocadas em copos plasticos contendo 50 mL de agua
destilada e mantidas durante 24 horas a uma temperatura de 25 °C. Posteriormente,
procedeu-se a leitura da condutividade elétrica (CE) em condutivimetro GEHAKA®
(CG2000), sendo os valores expressos em uS cm? g* de semente.

As sementes do segundo lote foram mantidas em tubos na BOD regulada a 25
°C e fotoperiodo de 12/12 h claro/escuro. As variaveis analisadas foram: porcentagem
de germinacdo (sendo diariamente computada, sementes com protrusdao da raiz

primaria igual ou maior que 2 mm sendo contada até 30° dia); o indice de velocidade
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de germinacao foi determinado juntamente com a germinacao. O IVG foi calculado
somando o numero de sementes germinadas no dia, dividido pelo nimero de dias
entre a semeadura e a germinacdo (IVG; MAGUIRE, 1962); plantulas normais e
anormais (%; BRASIL, 2009), onde a porcentagem de mudas normais foi calculada
considerando mudas com todas as estruturas formadas (raiz, hipocatilo e cotilédones);
comprimento da parte aérea, raiz e hipocotilo (cm); didmetro do coleto (mm), com
paquimetro digital; massa seca da parte aérea e da raiz (mg) em estufa a 70 °C até
massa constante; e indice de qualidade de Dickson (IQD; DICKSON et al., 1960). O
terceiro lote foi usado para extracdo e analises bioquimicas. As sementes foram secas
em estufa a 45 °C por 48 h, trituradas e analisadas usando 0,250 g de amostra por
repeticdo. As variaveis analisadas foram: carboidratos totais (%), lipidios totais (%),
fendis totais (%), proteinas totais (%), amido (%) e fibras (%). A extracao foi adaptada
de Bligh; Dyer (1959) utilizando etanol (98; 80 e 50%), cloroférmio e agua, resultando
em uma fase sélida e duas fases liquidas.

Os carboidratos soltveis totais foram quantificados pelo método da antrona
(YEMM; WILLIS, 1954), baseando-se em uma curva padrdo de glicose. Da fase
hidrofitica, 10 pL foram adicionados em microtubo contendo 490 L de etanol 80% e
1000 pL de antrona 0,2%, incubados a 90 °C por 10 min e as leituras feitas em
epectrofotbmetro a 620 nm, utilizando-se trés replicatas. Os lipidios totais foram
determinados pelo método gravimétrico, utilizando-se a fase hidrofébica (BLIGH;
DYER, 1959), que foi transferida para microtubos, evaporada e estufa de conveccéo
a 60 °C até peso constante (48 h) e determinados em balanca analitica (0.0001 g),
com trés replicatas. A determinacado dos fenodis solUveis totais foi realizada pelo
método de Folin Ciocalteau 10%, com modificacbes (SWAIN; HILLS, 1959) e a
concentracdo de fendis totais foi determinada através da curva usando acido tanico
como padrdo (SWAIN; HILLS, 1959). Para isso, 10 pL do extrato de fase hidrofilica,
190 pL de etanol 80%, 800 pL de carbonato de sodio 4% e 1000 L do reagente Folin-
Ciocalteu foram adicionados em um microtubo. Apds 30 minutos no escuro, as
amostras foram submetidas a leitura em espectrofotbmetro a 760 nm. As proteinas
totais foram extraidas do pellet resultante da extracéo, utilizando o reagente KOH 0,2
M e posteriormente incubado a 80 °C por uma hora e meia, seguido de centrifugacéo
a 10.000 rpm durante 10 min, resultando no extrato de proteinas. A quantificacao foi

mediante a curva de calibracdo com albumina sérica bovina (BSA) e as leituras foram
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feitas em espectrofotdmetro a 595 nm (BRADFORD, 1976; WANI et al., 2008). O pellet
resultante da extracdo das proteinas foi digerido com a HCI 3%, incubado a 75 °C por
3 horas e centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, para a determinagéo da concentracao
de amido, que foi realizada pelo método antrénico, no sobrenadante retirado. A
quantificacdo do amido foi feita pelo método de McCready et al. (1950) e a leitura das
amostras feita, em espectrofotdmetro no comprimento de ondas de 620 nm. O pellet
resultante da extracdo do amido foi seco em estufa a 60 °C até peso constante, e
posteriormente a massa seca foi determinada em balanca analitica (0.0001 g) para
determinacao da concentragéo das fibras.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
com seis tratamentos (0; 24; 48; 72 e 96 h) e quatro repeticdes de 10 sementes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia, regressao e correlacao de Pearson,
utilizando-se o software estatistico R (R CORE TEAM, 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento do numero de horas de estresse térmico (45 °C) resultou em uma
maior umidade e condutividade elétrica (CE) nas sementes de D. nigra (Figura 1). Na
auséncia de estresse térmico (0 h), as sementes de D. nigra apresentaram umidade
de 7,60%, que aumentou linearmente para 45,27% ap06s 96 h (Figura 1a). O tempo
resultou em um aumento na CE (Figura 1b). A liberacdo de ions e metabdlitos durante
o periodo inicial de embebicéo das sementes € indicativa de uma perda da integridade
da membrana celular, resultando na diminui¢éo ou perda da viabilidade das sementes
(QIN et al.,, 2011; BEWLEY et al.,, 2013). Em Triticum aestivum L., as sementes
expostas a temperaturas de 40; 45; 50; 55 e 60 °C e 90% de umidade relativa por O;
2; 4; 6 e 8 d, exibiram aumento de CE e taxa de germinagéo reduzida (QIN et al.,
2011).
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Figura 1. Umidade e condutividade elétrica em sementes de Dalbergia nigra in vitro
sob estresse térmico a 45 °C. (a) umidade; (b) condutividade elétrica (CE) (p<0,05).
Fonte: a autora.

Temperaturas mais elevadas favorecem o aumento do teor de umidade devido
a maior atividade metabdlica e microbiana, que provoca rapida deterioracdo
bioguimica e fisiologica das sementes e prejudica a germinacdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; OLIVEIRA et al., 2020). Nesse trabalho, a temperatura elevada e
a umidade relativa podem ter contribuido para o aumento da atividade respiratoria e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Isso, por sua vez, pode ter
desencadeado reagfes ndo enziméaticas, como a peroxidacao lipidica, e reduzindo a
atividade de enzimas de remocéao de peroxidos, como superéxido dismutase, catalase
e peroxidases. No geral, isso pode diminuir a germinacao, a viabilidade da semente e
o vigor (QIN et al., 2011; SILVA et al., 2020). O aumento da peroxidacao lipidica,
mediado por radicais livres e peroxidos, tem sido sugerido como uma possivel razdo
para a perda de viabilidade em sementes de Melanoxylon brauna embebidas a 45 °C
(SANTOS et al., 2017). Além disso, a perda da atividade enzimatica devido ao ataque
radical, aumento na peroxidacéo lipidica e producéo reduzida de proteinas sollveis
promovem a degradacdo celular e dos tecidos e comprometem a viabilidade da
semente (HSU et al., 2003).

As mudangas acima foram acompanhadas por uma queda drastica na
germinacao e no IVG, até a morte das sementes (Figuras 2a, b). Sementes controle
nao submetidas ao estresse térmico apresentaram maxima germinacao, vigor, alta
porcentagem de plantulas normais (99,7%) e apenas 0,93% de plantulas anormais
(Figuras 2a-d). Com o aumento das horas de estresse térmico, a germinacdo das
sementes foi significativamente afetada, diminuindo em 23,10% quando as sementes

foram mantidas por 24 h a 45 °C e 50% apds 48 h. O estresse térmico a 45 °C por 48
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h reduziu a porcentagem de plantulas normais para 63,21% e aumentou a de mudas
anormais para 36,79%. Com 96 horas de estresse por temperatura, as sementes
morreram e, portanto, ndo foram convertidas em plantulas normais e anormais

(Figuras 2a, c, d).
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Figura 2. Germinagdo e viabilidade de sementes de Dalbergia nigra in vitro
submetidas a estresse térmico a 45 °C. (a) germinacao (%); (b) indice de velocidade
de germinacao (IVG); (c) plantulas normais (%); (d) plantulas anormais (%) (p<0,05).
Fonte: a autora.

Os resultados obtidos de porcentagem de plantulas normais e anormais diferem
do encontrado por Matos et al. (2015), que observaram a perda completa da
viabilidade das sementes apds 24 h a 45 °C. O estresse, seja por temperaturas acima
ou abaixo da faixa ideal, altera a homeostase celular, muitas vezes inibe a germinacgéo
e retarda gravemente o crescimento da muda (THAKUR et al., 2010; SZABADOS et
al., 2011). Além disso, o aquecimento global reflete na temperatura do solo, o que
pode afetar negativamente os processos fenoldgicos e fisioldgicos das sementes, Ooi
et al. (2012) descrevem que para cada 1 °C de aumento na temperatura do ar, a
temperatura do solo aumenta 1,5 °C mostrando que as mudancas climaticas afetam
diretamente o desenvolvimento das espécies.

Isso se deve principalmente aos danos causados ao sistema de biomembranas

da semente (BEWLEY et al.,, 2013). As altas temperaturas levam ao aumento da
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permeabilidade da membrana, danos ao embrido, comprometimento do crescimento
e desenvolvimento embrionario e pode impedir o estabelecimento de mudas
(SANTOS et al., 2004; MATHEUS; LOPES, 2009).

O estresse térmico teve um impacto negativo no crescimento das mudas
(Figuras 3a-f) e, consequentemente, reduziu drasticamente o IQD de 0,04364em 0 h
para 0,0076 em 72 h (Figura 3g). Esses dados confirmaram que o estresse térmico
afetou negativamente a qualidade das mudas de D. nigra.
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Figura 3. Variaveis de crescimento e qualidade de mudas, formadas a partir de
sementes de Dalbergia nigra in vitro sob estresse térmico a 45 °C. (a) comprimento

do hipocétilo (cm); (b) comprimento da raiz (cm); (¢) comprimento da muda (cm); (d)
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didametro do coleto (mm); (e) massa seca da parte aérea (mg); (f) massa seca da raiz
(mg); (g) indice de qualidade de Dickson (DQI) (p<0,05).

Fonte: a autora.

O 1QD avalia a qualidade das mudas por meio das variaveis de crescimento,
como comprimento de parte aérea, comprimento da raiz e didmetro do coleto. Valores
altos de 1QD correspondem a uma qualidade superior. Portanto, o IQD e a massa seca
sdo extremamente importantes na classificacdo da capacidade das mudas,
especialmente em espécies arboreas, objetivando atingir o maximo desenvolvimento
e sobrevivéncia em condi¢cdes de campo adversas (ELOY et al., 2013; TSAKALDIMI
et al., 2013). O baixo IQD pode ser justificado pela reducdo da capacidade das mudas
de remocéo de radicais de oxigénio, favorecendo assim, o acumulo de ERO, como
observado em sementes envelhecidas de Oriza sativa L. que ocorreu a diminuicdo da
enzima superoxido dismutase em resposta ao estresse causado pelo envelhecimento
(WANG et al., 2009).

A analise bioquimica revelou uma diminuicdo de 31,86% nos lipidios totais
guando as sementes de D. nigra foram expostas ao estresse térmico por 96 h (Figura
4a). O estresse térmico prolongado levou a uma diminuicdo gradual dos carbihidratos
totais e proteinas totais (Figuras 4b, d, respectivamente). Os compostos fenélicos
totais aumentaram até o ponto maximo em 67,09 h e entdo, diminuiram drasticamente
(Figura 4c). Nas sementes mais vigorosas, com IVG de aproximadamente 1,02 (Figura
2b), o acumulo de amido foi moderadamente maior (0,6920%) do que nos demais,
embora os valores em 0 e 96 h fossem quase idénticos (Figura 4e). A porcentagem

de fibras aumentou com o estresse térmico para cerca de 65% em 96 h (Figura 4f).
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Figura 4. Variaveis bioquimicas de sementes de Dalbergia nigra in vitro sob estresse
térmico a 45 °C. (a) lipidios totais (%); (b) carboidratos totais (%); (c) fenol total (%);
(d) proteinas totais (%); (e) amido total (%); (f) fibras totais (%) (p<0,05).

Fonte: a autora.

Sementes de D. nigra estressadas termicamente apresentaram reducao no teor
de lipidios (Figura 4a). Resultado principalmente da peroxidacao lipidica, pela qual
polissacarideos insaturados e acidos oleicos passam por oxidacdo para produzir
hidroperoéxidos lipidicos, &cidos oleicos oxigenados e ERO. Juntas, essas formas
oxidadas podem contribuir para a morte da semente (MURTHY et al.,, 2003;
KRANNER et al., 2010). A perda concomitante de carboidratos pode levar ao uso de
lipidios como fonte de energia e, portanto, a sua diminuicdo no geral. AO mesmo
tempo, a peroxidacao lipidica pode simplesmente impedir a deteccéo de lipidios, pois
estes foram extraidos da fase hidrofobica. Os lipidios oxidados séo provavelmente
mais hidrofilicos.

O aumento observado nos compostos fendlicos totais pode estar relacionado a

uma maior atividade antioxidante em sementes de D. nigra em resposta a presenca
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de radicais livres. Essa resposta favoreceria um redirecionamento do metabolismo
para a germinacdo em vez da morte celular. O acumulo de diversos compostos
fendlicos organicos, como antocianinas e flavondides, normalmente presentes nas
sementes, indica atividade antioxidante e, consequentemente, protecdo dos tecidos
celulares (CORSO et al., 2020).

A exposicéo prolongada ao estresse térmico a 45 °C levou a uma diminuicao
no teor de amido, embora um leve aumento tenha sido observado apds 72 h. Esse
aumento pode ser explicado pela diminuic&o progressiva da germinacéao e diminuicao
da necessidade de consumir reservas de amido para fornecer a energia necessaria
(HENNING et al., 2010). Alternativamente, o aumento na umidade pode fazer com que
as moléculas de amido se tornem organizadas em estruturas mais ordenadas e menos
acessiveis (WANG et al., 2020).

Celulose, hemicelulose e lignina s&o fibras insolaveis encontradas
principalmente no tegumento da semente (parede celular) e em pequenas
guantidades no embrido e no endosperma. No presente estudo, 0 aumento no
conteudo de fibra pode ser explicado pela degradacdo da parede celular durante o
estresse térmico (LORENZ; D'APPOLONIA, 1980, CHAVAN; KADAN, 1989,
KOUADRI; SATHA, 2018).

O comprimento da parte aérea, da raiz e do hipocoétilo, bem como a germinacéo,
mostraram correlacdo negativa muito forte com a CE (-0,94; -0,92; -0,95 e -0,95,
respectivamente), em que um aumento na CE resultou em diminuicdo dessas
variaveis (Figura 5). Segundo Shimakura e Ribeiro Junior (2012), a correlagéo
independente do sinal pode ser considerada muito fraca (0,00 a 0,19), fraca (0,20 a
0,39), moderada (0,40 a 0,69), forte (0,70 a 0,89) e muito forte (0,90 a 1,00). Logo, a
umidade apresentou correlacdo negativa muito forte com o contetdo total de lipidios,
carboidratos e proteinas nas sementes; enquanto o IQD exibiu correlagdo positiva
muito forte com essas variaveis (Figura 5). A exposicao das sementes a 45 °C levou
a diminuicdo dos compostos de reserva e, portanto, da qualidade das mudas
produzidas. A germinagdo diminuiu progressivamente junto com o conteludo de
lipidios, carboidratos e proteinas, apontando para uma forte correlagéo positiva entre

essas variaveis (Figura 5).
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Figura 5. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre variaveis fisiologicas/
morfologicas e bioquimicas em sementes de D. nigra submetidas ao estresse térmico
a 45 °C. UMI, umidade (%); CE, condutividade elétrica (uS cm™ g?); G, germinagéo
(%); IVG, indice de velocidade de germinacdo; PN, plantulas normais (%); PA,
plantulas anormais (%); CPA, comprimento de parte aérea (cm); CR, comprimento da
raiz (cm); CH, comprimento do hipocétilo (cm); DC, diametro do coleto (mm); MSPA,
massa seca da parte aérea (mg); MSR, massa seca da raiz (mg); IQD, indice de
qualidade de Dickson; LT, lipidios totais (%); CT, carboidratos totais (%); FT, fenol
total (%); PT, proteinas totais (%); A, amido (%); F, fibras (%).

Fonte: a autora.

O nivel de carboidratos e proteinas apresentou correlacdo positiva com a
qgualidade das sementes. Ambos o0s tipos de compostos diminuiram apds 96 h de
exposicdo ao estresse térmico, o que pode estar associado a alteragdes nas reservas
de sementes e desnaturacdo de proteinas. As ERO causam carbonilagcdo de

proteinas, um processo que aumenta com a idade das células e dos tecidos, e reduz
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a quantidade total de proteinas devido a sua degradacdo aumentada pelo sistema
ubiquitina/proteassoma e isso pode contribuir para suas quantidades totais mais
baixas (LOZANO-ISLA et al., 2018; NIGAM et al., 2019). Os carboidratos armazenam
e fornecem energia para a germinacdo das sementes. A disponibilidade limitada de
substratos para a respiracdo das sementes em condi¢bes de alta temperatura e
umidade promoveu o uso das reservas disponiveis para reativar o metabolismo até a
protrusdo da raiz primaria. Como os carboidratos contribuem para a manutencao do
estado vitreo dentro das células e atenuam os efeitos da deterioracéo, eles sdo um
bom indicador da viabilidade da semente. Portanto, menor teor de carboidratos indica
menor qualidade da semente (LEHNER et al., 2008).

Para permanecer viavel, germinar e se desenvolver sob condi¢cdes de estresse
térmico, as sementes requerem energia por meio do consumo acelerado de
compostos metabdlicos. Este estudo evidencia que a exposi¢cdo prolongada de
sementes de D. nigra ao estresse térmico leva a um aumento na CE, perda de ions,
acucares e metabdlitos, o que altera a integridade das membranas celulares e a
capacidade das sementes de restabelecer a homeostase intracelular, levando as
sementes a morte (WANG et al., 2009). O mesmo ocorre apds mudanc¢as ha absorcao
de 4gua, que também ¢é afetada negativamente por temperaturas abaixo ou acima do
ideal (FERREIRA; BORGHETTI, 2004; BEWLEY et al., 2013).

4. CONCLUSOES

O estresse térmico reduz a qualidade das sementes de D. nigra, diminuindo a
capacidade de germinacdo, quando as sementes sdo submetidas a 45 °C por
periodos superiores a 72 h. Simultaneamente ocorre reducdo no teor de lipidios,

carboidratos e proteinas dos cotilédones, comprometendo a qualidade das mudas.
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CAPITULO II: Morfogénese in vitro de explantes hipo e epicotiledonares de Dalbergia

nigra, induzidos por combinagdes citocininicas

RESUMO

Dalbergia nigra Vell. All. ex. Benth encontra-se na lista de espécies ameacadas de
extincdo devido a sua acentuada exploracdo madeireira, sendo importante a busca
por protocolos eficientes de propagacdo. Neste contexto, objetivou-se estudar
diferentes tipos de explantes e combinagdes citocininicas na morfogénese in vitro de
D. nigra. As plantulas foram seccionadas em dois tipos de explantes, o n6 cotiledonar
e n6 com duas gemas axilares e cultivados em meio de cultura com diferentes
combinacgdes de BAP + TDZ (2,22 + 0 uM; 2,22 + 0,002 uM; 2,22 + 0,004 uM; 4,44 +
0 uM; 4,44 + 0,002 uM; 4,44 + 0,004 uM). O BAP (2.22 uM) proporcionou alto fator de
multiplicacdo, comprimento e massa seca de brotos, nimero, comprimento e massa
seca de raiz, quando associada ao explante né cotiledonar. O BAP associado ao TDZ
interfere negativamente na rizogénese, principalmente quando ha elevacdo das
concentracfes de ambas as fontes citocininicas. O explante n6 cotiledonar apresenta
maior atividade morfogenética se comparado ao segmento nodal com duas gemas.
Palavras-chave: jacaranda-da-Bahia, cultivo in vitro, explantes juvenis,

fitorreguladores.

ABSTRACT

Dalbergia nigra Vell. All. ex. Benth is on the list of endangered species due to large-
scale logging, highlighting the need to search for efficient propagation protocols. In this
context, this study aimed to assess different types of explants and cytokinin
combinations on the in vitro morphogenesis of D. nigra. The seedlings were sectioned
into two types of explant: the cotyledonary node and the node with two axillary buds,
and grown in a culture medium with different combinations of BAP + TDZ (2.22 + 0
MM; 2.22 + 0.002 uM; 2.22 + 0.004 uM; 4.44 + 0 uM; 4.44 + 0.002 uM; 4.44 + 0.004
uM). BAP (2.22 uM) provided a high multiplication factor, shoot length and dry mass,
and root length and dry mass when associated with the cotyledonary node explant.
BAP associated with TDZ negatively affects rhizogenesis, especially when there is an
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increased concentration of both cytokinin sources. The cotyledonary node explant
shows higher morphogenetic activity than the nodal segment with two buds.

Keywords: jacaranda da Babhia, in vitro cultivation, juvenile explants, phytoregulators.

1. INTRODUCAO

O desmatamento, a exploracdo indiscriminada, a falta de replantios e de
estudos voltados a conservacdo, sao fatores que contribuem para a extingdo de
espécies florestais importantes dentro dos biomas. O hotspot neotropical Floresta
Atlantica engloba inUmeras espécies arboreas endémicas que se encontram
ameacadas de extincdo devido a superexploracédo de seus recursos madeireiros, a
exemplo da espécie Dalbergia nigra Vell. All. ex. Benth (Leguminosae-Fabaceae).
Esta espécie possui propriedades madeireiras de elevado valor comercial e uso
mundial, € muito utilizada na fabricacdo de méveis e na construcdo civil (REIS et al.,
2012; MARTINELLI; MORAES, 2013; MMA, 2014; LORENZI, 2016).

Espécies ameacadas de extingdo requerem atencéo especial, principalmente
guanto a sua propagacao de modo a investigar técnicas que podem ser vantajosas
como a cultura de tecidos vegetais, na qual permite a producdo de mudas em larga
escala e que estas apresentem qualidade fitossanitaria superior. E considerada uma
técnica viavel para espécies com dificuldades na propagacdo convencional
seminifera, no qual as sementes de D. nigra sdo susceptiveis ao ataque de larvas do
broqueador Troezon champion (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; CARVALHO,
2003; ARAGAO et al., 2017).

A organogénese € uma via da cultura de tecidos vegetais que consiste na
inducdo de células e tecidos, culminando no surgimento de Orgdos adventicios
monopolar, isto é, primérdio caulinar ou radicular. Essa morfogénese pode ser direta
onde o nivel de reprogramacéo celular € muito menor, diferentemente da indireta, que
€ acometida de inUmeras diferenciacdes celulares, com a ativacdo do metabolismo
fisiologico e expressdo génica, no qual a formagcdo do novo 6rgéo € precedida pelo
processo calogénico. O controle dessa via € condicionado pelo balanco interno

hormonal, e pelo uso de reguladores no meio de cultura na fase de inducédo e
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aquisicao de competéncia (DUCLERCQ et al., 2011; MOHEBALIPOUR et al., 2012,
ARAGAO et al., 2016).

O crescimento e a morfogénese in vitro € dependente das propriedades do
explante, sua escolha apropriada ira envolver a otimizacédo das condi¢cbes dos meios
de cultura e fatores de equilibrio que regulam a morfogénese, como a correlacéo entre
as concentragdes de hormonios medidas em um tecido e sua resposta, resultando em
uma multiplicacdo bem-sucedida (BONGA, 2017; ISAH, 2020).

Os reguladores de crescimento mais utilizados na fase de inducdo da
organogénese sao as citocininas e as auxinas (BIELACH et al., 2012). As citocininas
sdo responsaveis por induzir a formacdo de parte aérea, gemas adventicias e, por
meio da quebra da dominancia apical, estimulam as brotacdes laterais (POZO et al.,
2005). Essas podem ser dividas em: as derivadas da adenina, a exemplo do 6-
benzilaminopurina - BAP, e as derivadas das feniluréias, como o thidiazuron - TDZ
(FLORES et al., 2009). O BAP € uma das mais utilizadas, ja que os tecidos vegetais
a metabolizam mais eficientemente do que outros reguladores sintéticos e pela sua
capacidade em promover a producédo de hormonios naturais na planta (ABBASI et al.,
2013). Ja o TDZ apresenta efeito indireto, atuando na inibicho da enzima
oxidase/desidrogenase que degrada as citocininas, resultando na elevagdo da
concentracdo enddgena (HARE; VAN STADEN, 1994).

No contexto da busca por um protocolo de propagacao eficiente de uma
espécie ameacada, objetivou-se analisar diferentes tipos de explantes e combina¢fes

citocininicas na morfogénese in vitro de Dalbergia nigra.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes maduras de D. nigra colhidas em matrizes situadas
no municipio de Vigosa, Minas Gerais (20°45'35.1" S, 42°52'06.1" W), adquiridas junto
a Sociedade de Investigacdes Florestais (SIF), Universidade Federal de Vigosa (UFV),
via comercializagéo, sendo a SIF registrada no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

As sementes foram desinfestadas por meio da imersé&o em alcool 70% por um
minuto e hipoclorito de sodio (NaOCI) 2% por 15 minutos, seguido de triplice lavagem

com agua destilada e autoclavada. As sementes foram colocadas nos tubos de ensaio
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contendo 10 mL de meio WPM (Woody Plant Medium) (2,41 g L) (LLOYD; MCCOW,
1980) (Phytotechnology®), acrescido de sacarose (30 g L) (Dinamica®), mio-inositol
(0,1 g LY (Sigma®) e agar (6 g L) (Kasvi®), cujo pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 e, em
seguida, autoclavado (Phoenix Luferco®) por 20 minutos a temperatura de 121 °C e a

pressao de 1 atm. Os tubos foram mantidos em sala de crescimento por 30 dias, sob
temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e com irradiancia de 50 pmol m”

s'l, promovido por lampadas de LED tubular 20 W.

As plantulas normais foram seccionadas em dois tipos de explantes, o né
cotiledonar e n6 com duas gemas axilares. Os explantes foram cultivados em frascos
contendo 30 mL de meio de cultura WPM, suplementado com sacarose (30 g L), mio-
inositol (0,1 g L), PVP (1 g L) (Synth®), com pH ajustado a 5,7+0,1 e solidificado
com agar (Kasvi®) (6 g L), com diferentes combinacdes de BAP + TDZ (2,22 + 0 uM;
2,22 + 0,002 uM; 2,22 + 0,004 uM; 4,44 + 0 puM; 4,44 + 0,002 uM; 4,44 + 0,004 uM)
(Sigma®), autoclavado por 20 minutos a 121 °C e 1 atm.

O experimento foi mantido em sala de crescimento por 60 dias, sob as
condi¢Bes descritas anteriormente. Ao final, avaliou-se niumero de brotos, nUmero de
folhas, comprimento do broto (cm), didmetro do coleto (mm), ndmero de raiz,
comprimento da raiz (cm), massa seca do broto, massa seca da raiz (mg).

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2x6 (explantes x BAP + TDZ),
com delineamento inteiramente casualizado (DIC) e quatro repeticGes, com nove
explantes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, teste de F, teste de
médias de Tukey e correlacéo de Pearson (p<0,05) (CRUZ, 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacao in vitro de D. nigra possibilita a aquisicédo de fontes de propagulos
juvenis por meio de plantulas assépticas, oriundas de sementes, as quais podem ser
utilizadas para diferentes fins, a exemplo da organogénese (Figuras 4a-f) contribuindo
para a producdo de mudas e sua conservagao, ja que se encontra ameacada de

extingao.
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Galho de Dalbergia nigra com frutos

BAP + TDZ (2,22 + 0 pM)
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Figura 1. Esquema evidenciando ramo com frutos de D. nigra (a), semente (b),
germinacao in vitro em meio WPM com formacéao de plantula normal (c), seccao de
explantes (segmentos hipocotiledonares (d, e) e epicotiledonares (e, f)).

Fonte: a autora.

A germinacéao in vitro da espécie D. nigra pode variar de 70 a 87%, formando
plantulas normais (>70%) com baixas taxas de contaminagdo e massa seca total
variando de 26,16 a 39,72 mg (SANTOS et al., 2020). Foi observado no presente
estudo que segmentos de no cotiledonar das plantulas (60 dias), in vitro com BAP
(2,22 puM), resultou no maior numero e crescimento de brotos e raizes durante a
morfogénese (Figura 1d-e), quando comparados aos segmentos nodais com duas
gemas, evidenciando inclusive a auséncia de raiz neste explante (Figura 1f, g).

O noé cotiledonar também demonstrou ser mais responsivo para a espécie
florestal Toona ciliata, que apresentou brotagcdes mais alongadas na utilizacdo dos
fitorreguladores BAP (0,5 mg L) + cinetina (0,5 mg L) + acido 1-naftalenoacético
(0,05 mg L), que alcancaram 6,67 brotos (SONG et al.,, 2020). O numero de
brotacdes foi semelhante ao encontrado no presente estudo com BAP (2,22 pM) de
BAP, cujo fator de multiplicacdo foi de 5,78 brotos/né cotiledonar e 6,42
brotos/segmento nodal com duas gemas, totalizando aproximadamente 12 brotos em

dois explantes de uma Unica plantula normal (Figura 2).
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Figura 2. Morfogénese in vitro de explantes juvenis de D. nigra apds tratamentos com
combinac¢des entre BAP e TDZ, (a) numero de brotacdes, (b) comprimento de brotos
(cm), (c) numero de folhas, e (d) massa seca de brotos (mg).
IMédias seguidas da mesma letra mindscula entre as combinagdes citocininicas
dentro de cada explante ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<O0,05).
*Significativo (p<0,05) e "SN&ao significativo pelo teste de F, entre os dois tipos de
explantes. Abreviacdes: BAP. 6-benzilaminopurina; TDZ. [1-fenil-3-[tiadiazol-5-il)-
ureia] (Tidiazuron).
Fonte: a autora.

O explante n6 cotiledonar, de modo geral promoveu resultados superiores ao
segmento nodal com duas gemas, principalmente para as caracteristicas de
comprimento e massa seca de brotos; nUmero, comprimento e massa seca de raiz

(Figura 2). Os resultados obtidos com o né cotiledonar, pode ser explicado pela
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influéncia de substancias promotoras de organogénese presentes nos cotilédones,
uma vez que € um tecido com alta capacidade morfogénica, tornando esse explante
mais responsivo aos demais segmentos nodais (BURGER; HACKETT, 1986;
VASCONCELOS et al., 2019).

O néo fornecimento de citocininas nos explantes testados resultou em reduzido
namero de brotos (1,66 e 1,38, n6 cotiledonar e segmento nodal com duas gemas,
respectivamente) (Figura 2a), entretanto com o comprimento do broto superior aos
demais tratamentos utilizando o explante no cotiledonar (2,81 cm) (Figura 2b). Além
disto, com a auséncia deste regulador de crescimento (RC) obteve maior média de
ndamero de raiz (2,40) (Figura 3). Isto sugere uma maior concentragdo de auxinas
nestes tecidos, principalmente considerando que as auxinas promovem O
enraizamento e crescimento através da divisdo e do alongamento celular (SIMON;
PETRASEK, 2011; XIAO; ZHANG, 2020). As citocininas tém, dentre outras, a fungdo
de induzir a formag&o de brotos e como no tratamento ndo houve fornecimento de
citocinina, ndo houve estimulo induzido a brotacdo (GU et al., 2018). O BAP (2,22 uM)
produziu maior numero de brotos, ndo diferindo no comprimento dos brotos do
tratamento controle, e a segunda maior producdo de raizes (2,08), no qual os demais
tratamentos ndo alcangcaram uma raiz por explante. Isto indica que esta concentragao
de BAP nao foi suficiente para causar um desequilibrio na relacdo auxina/citocinina
necessaria ao crescimento dos brotos e enraizamento, promovendo aumentos no
namero de brotos. Portanto, o n6 cotiledonar em meio MS suplementado com BAP
(2,22 uM) foi possivel obter produgdo de brotos e raizes, com comprimentos
superiores aos demais tratamentos.

Isto ndo € observado quando o explante é segmento nodal com duas gemas,
mesmo mantendo a concentracdo de citocinina, ocorre a reducdo de 42% no
comprimento do broto (Figura 2b) e 91% do numero de raizes, sugerindo que 0s
segmentos nodais acima do no cotiledonar possuem a quantidade de auxinas
enddgenas inferior ao né cotiledonar.

O numero de brotos diminuiu a partir do aumento da concentracdo de BAP
combinado com TDZ, corroborando com o0 comportamento observado com a espécie
Amburana cearenses, na qual o aumento da concentracdo de BAP resultou em
declinio da resposta do explante (VASCONCELOS et al.,, 2019). Uma possivel

explicagéo é o efeito fitotoxico resultante da combinagéo de citocininas exdgenas com
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as concentracbes endogenas. Diversos autores acreditam que o acréscimo na
concentracéo da citocinina pode resultar na diminuicdo da resposta do explante como
namero de broto, e além disso, estimular a hiperidricidade e formacdo de folhas
anormais (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998; NICIOLI et al., 2008; PURKAYASTHA
et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2019).

Nos segmentos nodais é necessario a utilizacdo de BAP para promover a maior
massa seca de brotos. Os nés axilares foliares apresentam centros ativos, com o
mesmo potencial de brotacdo que o meristema apical, porém, a retomada da atividade
desses centros ocorre da regido mais proxima ao no cotiledonar para a regido mais
distante (LONG; BARTON, 2000; SILVA et al., 2020). O movimento acropeto da
auxina que € produzida no meristema apical e € transportada até as raizes, resulta
em diferentes niveis hormonais ao longo da planta, consequentemente, algumas
regides podem necessitar de uma suplementacédo maior de RC para ativar a atividade
morfogenética do tecido (LONG; BARTON, 2000).

O explante no6 cotiledonar em meio com BAP (2,22 uM) + TDZ (0,004 uM),
resultou em maior diametro do calo, quando comparado aos demais tratamentos. No
entanto, utilizando segmentos nodais com duas gemas, 0s maiores resultados de
didmetro do calo foram obtidos com a combinagao BAP (2,22 uM) e TDZ (0,002 uM)
(Figura 3a).
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Figura 3. Morfogénese in vitro de explantes juvenis de D. nigra apos tratamentos com
combinacdes entre BAP e TDZ, (a) diametro de calos (mm), (b) numero de raiz, (c)
comprimento de raiz (cm), e (d) massa seca de raiz (mg).

IMédias seguidas da mesma letra minUscula entre as combinacdes citocininicas
dentro de cada explante ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Significativo (p<0,05) e "™N&o significativo pelo teste de F, entre os dois tipos de
explantes. Abreviagbes: BAP. 6-benzilaminopurina; TDZ. [1-fenil-3-[tiadiazol-5-il)-
ureia] (Tidiazuron).

Fonte: a autora.

O maior diametro do calo resulta em menor niumero e comprimento de raiz, a
exemplo da concentracéo de 2,22 uM BAP e 0,002 uM TDZ (Figuras 3a, b e ¢),
gerando uma correlagdo negativa entre as variaveis, em que 0 aumento de uma
resulta na diminuicao da outra (Figura 4). Em algumas espécies a formacao de calos

excessiva podem atuar favorecendo a rizogénese do explante e ja em outras, 0
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resultado pode ser ao contrario, atuando na diminuicdo da qualidade do sistema
radicular formado (afetando a conex&o vascular entre planta/raiz) e até na inibicdo do
processo rizogénico (LOPES et al., 2001; ERIG et al., 2004; HARTMANN et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos na analise de correlagcdo das variaveis
morfoldégicas €é possivel verificar uma correlacdo positiva entre as variaveis
comprimento de brotos (CB) e numero de folhas (NF) com todas as variaveis, a

excecdo com numero de brotos (NB) e diametro de calos (DC) (Figura 4).
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Figura 4. Correlacdo de Pearson entre as variaveis morfologicas: numero de
brotacdes (NB), comprimento de brotacfes (CB), numero de folhas (NF), massa seca
de brotos (MSB), diametro de calos (DC), numero de raiz (NR), comprimento de raiz
(CR) e massa seca de raiz (MSR) (p<0,05).

Fonte: a autora.

O tratamento sem adicdo de citocinina apresentou resultados superiores em
todas as caracteristicas relacionadas ao sistema radicular, ou seja, numero,
comprimento e massa seca de raiz, seguido do tratamento com menor concentracao
citocininica (2,22 UM BAP). Essa resposta pode ser explicada pela baixa concentracao
de citocininas no tecido. A diferenca entre os tratamentos citados esta na relagédo
auxina/citocinina presente no interior da planta, em que com a adicdo de BAP h4 alta
relacdo e quando se adiciona 2,22 uM BAP, a relagdo diminui, reduzindo o numero e
o comprimento da raiz (Figuras 3b, c). A razdo entre auxina/citocinina estabelece a

diferenciacéo do tecido em raiz ou gema/brotos em tecidos cultivados in vitro, ja que
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a alta relacdo sugere estimulo a formacao radicular (SKOOG; MILLER, 1957; TAIZ et
al., 2017).

4. CONCLUSOES

O né cotiledonar apresenta maior atividade morfogenética do que o segmento
nodal em D. nigra. Recomenda-se o BAP (2,22 uM) na morfogénese in vitro de
explantes juvenis de D. nigra. O BAP associado ao TDZ interfere negativamente na
rizogénese in vitro de explantes juvenis de D. nigra, principalmente quando ha

elevacao das concentracfes de ambas as fontes citocininicas.
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