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RESUMO

Vouacapoua americana Aubl., é uma espécie amazdnica conhecida popularmente como Acapu,
geralmente encontrada em ambiente de terra firme, que nos dltimos anos vem sendo
amplamente explorada, principalmente no estado do Pard. A avaliacdo das atividades
fenoldgicas permite conhecer os padrfes vegetativos e reprodutivos das espécies. Paralelamente
o cultivo in vitro, especialmente a organogénese, emerge como uma ferramenta promissora para
a conservagao ex situ dessa espécie, permitindo uma rapida multiplicagdo em larga escala, livre
de doencas. Os objetivos desta pesquisa foram caracterizar fenologicamente as populacdes
naturais de Vouacapoua americana Aubl e estabelecer um protocolo de propagacéo in vitro. A
fenologia, foi avaliada durante sete anos (2016-2022) através do método de observacao da copa,
destacando as fenofases reprodutivas e vegetativas. Para as anélises de propagacdo in vitro
foram utilizados diferentes explantes de V. americana obtidas de mudas cultivadas em viveiro,
em que foram testados: tipos de assepsias, germinacgdo, inducao de brotacdes e de calos, com
diferentes reguladores de crescimento. Em fenologia os resultados evidenciaram uma
correlagdo positiva para as fenofases reprodutivas com precipitacdo e umidade relativa,
apresentando pico no periodo de maior precipitagdo pluviométrica. As fenofases foliares
tiveram uma correlacdo positiva com a insolacdo e temperatura. Os resultados da propagacao
in vitro com V. americana destacaram que a assepsia com hipoclorito e alcool 70° sdo eficazes
contra micro-organismos, porém isso varia de acordo com o explante testados e tempo de
imersdo, e que o PPM, é eficaz no controle dos micro-organismos em explantes foliares. Além
disso, o Picloram foi o melhor regulador de crescimento para inducdo de calos. A analise
morfoldgica dos calos evidenciou a mudanca na coloracdo dos calos e formato das células de
acordo com a concentracdo e evidenciaram células com formatos isodiamétricos. Para a
germinacao dos embrides a melhor assepsia foi a de imerséo das sementes e nos embrides em
hipoclorito de so6dio por 5 minutos. Em suma, Acapu demonstrou ser uma espécie sazonal e
anual, sendo tais informacgdes importantes para pesquisas de conservacgdo ex situ e in situ, além
disso tem-se a importancia de otimizar protocolos especificos para assepsia de acordo com o
tipo de explante, considerando as condi¢des ambientais e as caracteristicas intrinsecas dos
tecidos vegetais.

Palavras-chave: Ameacada, Fenofases, Micropropagacao e Espécie Florestal.



ABSTRACT
Vouacapoua americana Aubl., is an Amazonian species popularly known as acapu, generally
found in dry land environments, which in recent years has been widely explored, mainly in the
state of Para. The evaluation of phenological activities allows us to know the vegetative and
reproductive patterns of species. At the same time, in vitro cultivation, especially
organogenesis, appears as a promising tool for the ex situ conservation of this species, allowing
rapid, disease-free, large-scale multiplication. Therefore, the objective of this research is to
phenologically characterize the natural ecosystem of Vouacapoua americana Aubl and
establish an in vitro propagation protocol. Phenology was evaluated for 7 years (2016-2022)
using the canopy observation method, highlighting the reproductive and vegetative
phenophases. For in vitro propagation analyses, different explants of V. americana obtained
from seedlings grown in a nursery were used, in which the following were tested: types of
asepsis, induction of shoots, callus and germination with different growth regulators. In
phenology, the results showed a positive clarity for the reproductive phenophases with
occurrence and relative humidity, presenting a peak in the period of greatest rainfall. Leaf
phenophases had their greatest intensity during the dry period and had a positive relationship
with sunshine and temperature. The results of this in vitro propagation study with V. americana
highlight that asepsis with hypochlorite and 70° alcohol are effective against pathogens,
however, this varies according to the explant tested and experimentation time, that PPM is
effective in controlling microorganism’s organisms in leaf explants. Furthermore, Picloram was
the best growth regulator for calorie induction. The morphological analysis of the callus showed
a change in the color of the callus and shape of the cells according to the concentration and
showed cells with isodiametric shapes. In short, Acapu is declared to be a seasonal and annual
species, and this information is important for ex situ and in situ conservation research.
Furthermore, it is important to update specific protocols for asepsis according to the type of
explant, considering the environmental conditions and the intrinsic characteristics of plant

tissues.

Keywords: Endangered, Phenophases, Micropropagation and Amazon.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Floresta Amazonica possui uma biodiversidade imensuravel de espécies vegetais,
estima-se que ela tenha em torno de mais de 14.647 espécies, sendo que dessas 2.661 sdo
endémicas da Amazonia brasileira (Reflora, 2024). Muitas dessas espécies amazodnicas
apresentam grande importancia econdémica pois, podem ser utilizadas para diversos fins como
matérias primas para industrias que vao desde a farmacéutica, alimenticia, construcdo dentre
outras (Rao, 2004; Cruz et al. 2013).

Devido a essas caracteristicas e do potencial de varias espécies principalmente
madeireiras, além do avango do agronegocio, ocorreu o desmatamento desenfreado da floresta
Amazonica brasileira (Amorim et al. 2023). Somente entre os meses de agosto de 2020 e julho
de 2021 o Projeto de Monitoramento do Desmatamento na Amazonia Legal por Satélite
(PRODES), constatou uma taxa de desmatamento na Amazonia Legal brasileira de 13.235km2,
um aumento de 21,97% quando comparado ao PRODES de 2020 (INPE, 2022).

O estado do Paré liderou as taxas de desmatamento contribuindo com 5.257Km?, para
0 mesmo periodo representando 39,72%, quando comparados com 0s outros estados da
Amazonia Legal (INPE, 2022). Com isso, se tem a extrema preocupacdo na perda de inimeras
espécies, pois a exploracgdo florestal desordenada, resulta no isolamento de populagfes vegetais,
na reducdo da diversidade genética e, consequentemente, na diminuicdo da capacidade
adaptativa das espécies, fatores que, algumas vezes, podem contribuir para extingdo de espécies
(Vié, Craig e Simon, 2009; Barlow et al., 2016).

Além dos fatores supracitados, o desmatamento também implica no comportamento
ecologico das espécies como por exemplo a alteracdo do seu ciclo fenoldgico, em seus
processos fisiologicos e principalmente na dinamica florestal (Castelo et al., 2018; Dario,
2022). Considerando a importancia e os danos que o desmatamento ocasiona, estudos voltados
para as tematicas sobre o comportamento fenoldgico, ecofisioldgico e estratégias de
conservacao ex situ sdo essenciais para a¢oes de recuperacdo de areas degradadas ou mesmo da
biodiversidade (Braz, et al., 2016; Oliveira et al., 2016; Cabral et al., 2019).

Em virtude das informac6es apresentadas tem-se a importancia de avaliar os padrdes
fenoldgicos das espécies que estdo sofrendo as pressdes antropicas como o desmatamento e as
queimadas, estudos voltados para essa temética sdo importantes ferramentas na determinacéo
da dindmica florestal, pois abordam os eventos bioldgicos que acontecem durante o ciclo de
vida vegetal (Neves, et al., 2010). Essa abordagem facilita a compreensdo de processos

ecologicos como a reproducdo e dispersao e o sucesso de estabelecimento de espécies em seu
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habitat e a sua relacdo e resposta aos fatores bidticos, abidticos, enddgenos e as suas restrigdes
filogenéticas (Lieth 1974; Wright e Calderon 1995; Williams-Linera e Meave 2002; Tannus et
al., 2006; Silva, 2017; Gongalves, 2018).

Ao compreender a relevancia da fenologia e o0 quéo correlacionada est4 com as variaveis
ambientais, nota-se que ela é um importante indicador para as altera¢fes climaticas globais e
como estes eventos afetam os processos fisioldgicos das espécies florestais ao longo do tempo,
como respiracdo e assimilacdo fotossintética (Parmesan e Yohe, 2003; Sophia, 2021).
Adicionalmente a fenologia propicia informacbes contundentes a respeito da coleta de
propégulos, tanto para a propagacao sexuada quanto para a assexuada.

Além da importancia do comportamento fenoldgico, estudos que busquem a
conservacao ex situ como cultura de tecidos vegetais de espécies ameacadas e com valor
econdmico, torna-se uma alternativa para conservacao destes genotipos, além de assegurar 0s
mesmos para pesquisas futuras (Alves; Azevedo, 2018).

A cultura de tecidos é uma técnica biotecnoldgica de conservacdo e melhoramento de
germoplasmas, ela permite uma rapida multiplicacdo em larga escala de tecidos, células, 6rgaos
ou plantas inteiras livres de micro-organismos e doengas, sob condi¢fes nutricionais e
ambientais extremamente controladas (Thorpe, 2007; Oseni, Pande e Nailwal, 2018).

Uma das técnicas de cultivo in vitro é a organogénese, que consiste na capacidade de
diferenciacdo e regeneracdo de 6rgdos ou plantas, podendo ser através da via direta que se
origina a partir do meristema ou via indireta que depende da proliferacdo celular que formam
calos (Nogueira et al, 2007; Rodrigues et al., 2022). Sendo que esta Gltima via pode ampliar a
variabilidade genética, através do aparecimento de variantes somaclonais como forma de
adaptacdo celular as condi¢des do cultivo (Kaeppler, Kaeppler e Rhee, 2000; Ramirez-
Mosqueda e Iglesias-Andreu, 2015; Gole et al., 2020).

Os eventos fisiol6gicos supracitados para ocorrerem na maioria das vezes necessitam
de estimulos, que se dao pela utilizacdo de reguladores de crescimento, sendo que 0s mais
utilizados sdo as auxinas que promovem o enraizamento de brotos e indugdo de calos e as
citocininas que propiciam o desenvolvimento celular e de gemas axilares (Taiz et al., 2017;
Romo-Paz et al., 2023). Os reguladores de crescimento podem atuar de maneiras diferentes em
cada espécie, além das concentracBes e das suas combinagdes, 0 que pode gerar inlmeros
resultados nos protocolos de estabelecimento in vitro (De Souza et al., 2022).

Outro processo importante para o cultivo in vitro é a assepsia. Entretanto para as

espécies florestais tal condicdo € um desafio em virtude da dificuldade de obter material vegetal
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livres de contaminacgBes por micro-organismos e oxidagGes fendlicas (Thorpe et al., 1991;
Grattapaglia e Machado, 1998; Kushnarenko, 2022).

Inumeras espécies florestais ja tiveram estudos voltados para a micropropaga¢ao como:
Cerejeira brasileira (Amburana acreana Ducke) (Fermino Jr et al., 2007); Pau rosa (Aniba
rosaeodora Ducke) (Jardim et al, 2010); Sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) (Mello et al.,
2020); Guayusa (llex guayusa Loes.) (Carvalho et al., 2021); Camu-Camu (Myrciaria dubia
(Kunth.) (McVaugh) (Araujo et al, 2021). Porém, para a espécie Vouacapoua americana Aubl.,
as informac0es na literatura a respeito do seu comportamento fenoldgico e propagacéo in vitro
S80 escassos.

Vouacapoua americana Aubl, conhecida popularmente como Acapu, pertencente a
familia Leguminoseae, estd entre as madeiras mais utilizadas na Amazonia e apresenta um
historico de intenso uso desde o século XX (Leite e Leras, 1993). Somente no Estado do Par3,
entre os anos de 2006 a 2016, foram extraidos 1.623.417m3 em toras de madeira nativa de
Acapu (PARA, 2022). Atualmente o Acapu integra a lista de espécies ameacadas ou sob o risco
de extingdo elaborada pela Unido Internacional de Conservacdo da Natureza (IUCN, 2024)
classificada como criticamente em perigo, também sendo encontrada na lista de espécies
ameacadas de extin¢do do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2022).

Além da intensa exploracdo V. americana possui um padréo de distribuicdo agregado,
e 0 seu sistema de reproducdo é misto (alogamo e autbgamo) com polinizacdo entomofila de
espécies com voos curtos (MAUES, 1999). A densidade média de adultos por populacio é
geralmente inferior a nove individuos por hectare (Dutech et al., 2002). A partir das
caracteristicas de distribuicdo, polinizacdo e densidade, pode-se prever diferenciacdo
substancial entre as populacdes de V. americana, baixo fluxo génico e baixa diversidade
genética dentro das populagdes (Dutech et al., 2004). Quando uma determinada populagéo
possui uma baixa variabilidade genética, por motivos naturais, juntamente com a exploracao
por atividades antrdpicas, ela se torna extremamente propicia a extingéo.

Além dos eventos supracitados suas sementes apresentam comportamento recalcitrante,
e uma rapida deterioracdo por ataques de fungos e insetos, fatores que dificultam o seu
armazenamento e a conservacao de seus germoplasmas (Cruz e Pereira, 2016; Souza, 1999).
Como o principal meio de propagacdo da espécie é por via de sementes, 0 comportamento
recalcitrante torna inviavel a propagacdo em periodos diferentes ao da dispersdo (NICK et al.
2010). Além disso as suas sementes sdo extremamente predadas por roedores o que dificulta
ainda mais a disponibilidade da mesma (FORGET, 1990; GOMES et al., 2021).
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Considerando a importancia das informacgdes acima citadas, o estudo em conjunto da
fenologia e do cultivo in vitro é essencial para compreender e otimizar o processo de
regeneracdo de plantas em condic¢des controladas e 0s aspectos ecoldgicos da espécie mediante
aos fatores abidticos e bidticos, tais abordagens contribuem para o desenvolvimento de

estratégias mais eficazes na conservacédo de V. americana.
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2. OBJETIVO GERAL.:
Investigar os padrdes fenoldgicos de V. americana Aubl. e explorar as estratégias
eficazes para a propagacéo sexuada e assexuada desta espécie florestal por meio do cultivo in

vitro.

2.1 Objetivos especificos:
- Investigar os ciclos fenologicos reprodutivos e vegetativos de V. americana;

- Averiguar se a espécie apresenta ciclos biolégicos anuais ou bianuais;

- Auvaliar como variaveis climaticas locais afetam na frequéncia e duragdo das
fenofases de V. americana;

- Definir um protocolo de estabelecimento in vitro para V. americana;

- Determinar a melhor concentracdo dos reguladores de crescimento na
regeneracdo de segmentos apicais e nodais;

- Analisar a interacdo dos reguladores de crescimento do grupo das auxinas,
Picloram e 2,4D, na inducdo de organogénese indireta no processo de calogénese;

- Investigar o efeito do BAP e Melatonina no processo de formacéo de brotos.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Dominio Fitogeografico Amazonico

A Floresta Amazonica, esta situada no norte da América do Sul, e é considerada um dos
tesouros naturais mais significativos do planeta, o Brasil possui a maior extensdo deste bioma,
cobrindo cerca de 4,2 milhdes de quildmetros quadrados, o que representa mais de 60% de toda
a area amazonica (Lemos e Silva, 2011). E uma floresta tropical extremamente imida com
precipitagdo anual de 2.300mm, sendo abundante em agua, além da sua extrema umidade a
mesma também possui conexdes com a atmosfera, rios e lagos (Luizdo, 2007, MMA, 2024).

O bioma amazoénico apresenta heterogeneidade e uma amplitude de fitofisionomias
como a floresta densa, savana, planicies, cerrado, terras altas, secas e inundadas (Neves et al.,
2020). Além disso o bioma amazénico atua nos ciclos hidroldgicos através da evaporacao e
transpiracdo da floresta, influenciando fortemente nos regimes de chuva do Brasil e paises
vizinhos (Lima et al., 2017; Ferreira, 2021; Moreto et al., 2021, Tosto et al., 2022). Além dos
servicos hidrologicos o bioma amazénico também atua sobre o sequestro do dioxido de
carbono, pesquisas apontam que somente a flora da Amazonia tem em torno de 100 bilhGes de
toneladas de dioxido de carbono armazenadas, o que a torna uma grande aliada na redugdo do
efeito estufa (Aragon, 2018; David et al., 2022).

Porém a floresta amazonica nos Ultimos anos vem sofrendo com grandes pressoes
antrépicas como o desmatamento e queimadas desenfreadas, esses fatores ocasionam alteracdes
nos ciclos hidrologicos, reduzindo as taxas de evapotranspiracdo da floresta e com isso
interferindo nos niveis de precipitacdo no Bioma Amazo6nia (Copertino et al., 2020).

Além disso, as pressOes antropicas promovem a perda de espécies e de habitats
ocasionando erosao genética e isolamento populacional, esses fatores resultam na reducéo da
variabilidade genética encontrada dentro das populac@es (Pfluger et al., 2018). Esta reducédo na
diversidade genética pode levar uma espécie diretamente ao declinio e encaminhar a mesma

para o processo de extingdo (Gongalves, 2020).

3.2 Vouacapoua americana Aubl.

Vouacapoua americana é uma espécie amazénica de porte arboreo, representante da
familia Leguminoseae que apresenta ocorréncia na Guiana Francesa, Suriname, Guiana e no
Brasil, distribuindo-se pelos Estados do Maranhdo, Amapa e Para em floresta pluvial de terra
firme (Leite e Lleras, 1993; Maestri et al., 2021; COTA, 2022).
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E conhecida popularmente como Acapu e pode atingir até 30 metros de altura, apresenta
folhas do tipo compostas imparinadas (Figura 01: a, b e c), as inflorescéncias sdo terminais de
coloracdo amarelada (Figura 01: a, b e c) sua polinizacdo &€ entomdfila, realizada na maior
frequéncia por Sirfideos e Meliponineos (representantes da familia Apidae), que sdo
polinizadores de curto alcance de véo (Maues et al., 1999). Sua copa é arredondada (Figura: h),
com tronco sulcado (Figura 01: i) (Souza, 2022).

A espécie apresenta um padréo de distribuicdo agregado, um sistema reprodutivo misto
(alégamo e autbgamo), seus frutos sdo de caracteristicas legume do tipo drupéaceo e deiscente,
com formato oval e com apenas uma semente grande, sua dispersdo é barocérica com
caracteristicas recalcitrantes (Figura 01: d, e, f, g) (Lorenzi, 1989; Sabatier, 1985).

Os principais atuantes na sua dispersdo sdo duas espécies de roedores, Dasyprocta
leporina LINNAEUS, 1758 e Myoprocta exilis WAGLER, 1831 que enterram as sementes
predominantemente a até 10 m de distancia das arvores maternas (Forget, 1990; Gomes et al.,
2021).



20

Figura 01: Aspectos morfologicos de Vouacapoua americana Aubl. a) Inflorescéncia e padrdo foliar. b)
Inflorescéncia. ¢) Ramo com inflorescéncias. d) Legume com semente dupla. €) Semente. f) Diversidade no
tamanho da semente. g) Diferencas biométricas no tamanho do fruto. h) Copa. i) Tronco e copa.
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A densidade média de adultos por populacdo € geralmente inferior a nove individuos
por hectare (Dutech et al., 2002). A partir das caracteristicas de distribuicdo, polinizacdo e
densidade, pode-se prever diferenciacdo substancial entre as populac¢des de V. americana, baixo
fluxo génico e baixa diversidade genética dentro das populagdes (Dutech et al., 2004).

Sua madeira apresenta 6tima resisténcia mecanica e a podridao devido a isso € bastante
utilizada na industria madeireira desde a construcdo naval (Fonseca, 1922), construcao civil
(Loureiro et al., 1979) producédo de mdveis e marcenaria de luxo (decoracdes, tacos de bilhar
etc.) (Lorenzi, 1989).

Devido as caracteristicas nobres de sua madeira a espécie é altamente explorada, em
virtude disso no ano de 2014 na portaria 443 do Ministério do Meio Ambiente, acapu passou a
fazer parte da lista das espécies consideradas em perigo de extingdo (EN) (MMA, 2014). No
ano de 2022 com a atualizagédo da portaria 148 o Acapu continua tendo a sua comercializacdo
e corte proibidos (MMA, 2022), na Unido Internacional de Conservagéo da Natureza (IUCN)
que € responsavel pela lista vermelha de espécies em extingBes, 0 Acapu é considerado como
criticamente ameacado (CR) (IUCN, 2024).

3.3 Fenologia

A fenologia € uma ciéncia que estuda os eventos ciclicos biologicos vegetais, focada na
previsdo e monitoramento destes e suas relagdes com os fatores bidticos e abioticos (Lieth 1974;
Morellato e Leitdo, 1990). A fenologia auxilia na compreensdo da dinamica florestal e
populacional de uma espécie, pois ao avaliar os ciclos foliares, floragdo e reproducéo obtém-se
uma compreensao maior de como os polinizadores, dispersores atuam e consequentemente
como se da o desenvolvimento vegetativo da mesma (Locatelli, Machado e Medeiros, 2004;
Morellato e Leitdo, 1990; Silva, 2019; Costa e Lameira, 2021).

InformagBes dos padrées fenoldgicos sdo valiosas para estudos boténicos,
principalmente nas relacdes planta-planta, tendo em vista que as mesmas podem competir por
recursos hidricos e nutritivos, além de polinizadores e dispersores (Talora e Morellato, 2000;
Neves et al., 2010). Nos ultimos anos estudos fenologicos vém recebendo posicéo de destaque
principalmente em assuntos como mudancas climaticas globais, devido aos ciclos biol6égicos
serem Otimos indicadores de respostas a essas mudancas (Abernethy et al., 2018).

Morellato et al., (2016) ressaltam que o aquecimento global ja ocasionou mudancas na
distribuicdo das espécies e em seu modo de reproducédo, porém nos tropicos essas alteracfes na
temperatura ndo ocasionam tantos danos nas fenofases das espécies, como a variacdo na

sazonalidade de precipitagéo.
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Por outro lado, é importante salientar que algumas espécies ndo sdo totalmente
influenciadas pela precipitacao e sim por sua tolerancia hidrica ou fotoperiodo, tornando estas
variaveis importantes na descri¢do do tempo, periodicidade e sincronia de eventos reprodutivos
da espécie, principalmente em florestas tropicais em que a existéncia de sazonalidade climética
é baixa (Reich e Borchert, 1984; Borchert, et al., 2005; Morellato et al., 2016).

Em virtude das informacdes citadas, determinar os padrées fenolégicos sdo bem mais
complexos do que em florestas temperadas (Pau et al., 2011). Esses padr@es em zonas tropicais
sdo geralmente caracterizados pelos periodos de estiagem e chuvosos, 0 que tornam os estudos
fenoldgicos para floresta tropical mais escassos, do que para os demais tipos de floresta no
mundo (Morellato; Camargo; Gressler, 2013). Dados compostos a longo prazo se tornam mais
raros ainda (Chambers, et al., 2013; Sakai e Kitajima, 2019).

Outros fatores além da sazonalidade podem atuar sobre a duracdo e frequéncia das
fenofases (Borchert e Rivera, 2001). O que pode ser 0 caso de espécies amazonicas que passam
por estresses como o desmatamento ou queimadas.

Entretanto estes estresses ocasionados pela sazonalidade e atividades antropicas podem
ndo atuar em espécies com periodos de geracbes mais longas, pois 0S pProcessos
microevolutivos, podem ser lentos o bastante, evitando assim o acompanhamento destes a
mudancas climéticas (Visser, 2008).

Além disso um outro fator deve ser levado em consideracdo, que é a plasticidade
fenotipica das espécies deve ser levada em consideracao, pois podem gerar flexibilidade nesses
eventos biolégicos fornecendo assim uma ferramenta de protecdo contra 0s impactos negativos
de mudanca ambiental, além de ser uma indicadora util na identificagdo de espécies com
capacidade de adaptacdo (Chambers, et al., 2013).

As andlises fenologicas se baseiam em métodos que avaliam a intensidade de cada
fenofases que podem variar de 0 a 100%, ou a auséncia e presenca de cada uma (Fournier, 1974;
Fournier e Charpantier, 1975; Morellato et al., 1990; Newstrom et al., 1994). Para avaliagdo
destes dados, a estatistica circular se torna uma das mais eficazes, em virtude de possibilitar
uma estimativa de sincronia, além dos célculos de variaveis como: data média, duracéo,
distribuicéo, divergéncia ou aleatoriedade de uma determinada fenofases, além destas modelos
que auxiliem a ver a relacdo entre as fenofases e variaveis ambientais também sdo amplamente

usados nesta ciéncia (Morellato et al., 2010).

3.4 Cultura de Tecidos Vegetais
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A cultura de tecidos ou cultivo in vitro é uma técnica que envolve o isolamento de
pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes) de um organismo, que sdo cultivados em meio
nutritivo de forma asséptica por periodos variados (Paiva e Paiva, 2001). Esta técnica permite
a formacdo de plantas completas, tanto de maneira direta a partir do explante quanto
indiretamente por meio de calos celulares (Lakshmana et al., 2005).

Devido a isso e as suas formas de aplicacdo o cultivo in vitro é uma ferramenta
importante para a biotecnologia vegetal pois, compreende um conjunto de métodos
biotecnoldgicos que impactam significativamente tanto na agricultura quanto na industria pois,
fornecem plantas em grande escala geneticamente homogéneas, isentas de doencas ou com alta
variabilidade genética se o método de indugdo for através da variagdo somaclonal ou
gametaclonais (Kaeppler, Kaeppler e Rhee, 2000; Hussain et al, 2012; Ramirez-Mosqueda e
Iglesias Andreu, 2015; Gole et al, 2020, Carmo, 2023).

Além da sua importancia citada acima a cultura de tecidos, também possui outra
aplicacdo importante na preservagdo da biodiversidade vegetal (Oseni, Pande, Nailwal, 2018).
Com a diminui¢do do numero de espécies que ha uma necessidade crescente de proteger o
patriménio genético, relacionado a isso 0s protocolos de cultura de tecidos permitem clonar
gendtipos ameacados e armazena-los por longos periodos (Lemos et al., 2002; Silva et al., 2018,
Alves e Azevedo, 2018).

A micropropagacéo consiste na técnica de clonagem de um genotipo selecionado a partir
de uma parte da planta, permitindo assim obter clones, diminuindo tempo e espago, iSso
ocorrem em virtude das células vegetais apresentarem totipoténcia o que propiciam a elas a
capacidade de gerarem érgdos novos ou uma planta inteira, refletindo a alta capacidade celular
(Asmar et al., 2013, Long et al., 2022).

Contudo, essa capacidade de regeneracdo pode variar de acordo com o tipo de planta, o
orgdo selecionado e a fase de desenvolvimento do tecido, em virtude das células que compdem
os explantes estarem em diferentes estagios fisioldgicos, bioquimicos e de crescimento.
Geralmente os explantes de plantas jovens que ainda estdo em desenvolvimento apresentam
respostas melhores quando submetido ao cultivo in vitro (Long, et al., 2022).

Relacionado a esses fatores a micropropagacao podem ser divididas em diferentes fases
(Hussain et al, 2012):

Fase 0 — Preparacao e selecdo das matrizes e explantes;

Fase 1 — Fase do estabelecimento de uma cultura asséptica;

Fase 2 — Fase da Multiplicacéo;
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Fase 3 — Fase do enraizamento;

Fase 4 — Fase da Aclimatacéo.

Para obtencdo de todas as fases da micropropagacéo a fase 0 e 1 sdo essenciais para
qualquer trabalho que busque utilizar as técnicas de micropropagacéo (Oliveira; Freire; Aloufa,
2019). Além destes fatores 0s novos tecidos ou 6rgaos vegetais podem ser obtidos através de
duas rotas morfogenéticas: A organogénese refere-se a producdo de 6rgdos vegetais, tais como
raizes, brotos e folhas, que podem se desenvolver diretamente a partir do meristema ou
indiretamente de massas celulares indiferenciadas (calos) (Nogueira et al., 2007; Rodrigues et
al., 2022). A outra rota é a embriogénese somatica que se trata de um processo no qual células
ou tecidos somaticos ddo origem a embrides diferenciados (Hussain et al., 2012). Esses
embriBes somaticos tém a capacidade de se desenvolver em plantas completas sem a
necessidade de passar pelo processo de fertilizagdo sexual, como ocorre com os embrides
zigoticos (Gatti et al., 2016).

3.5 Estabelecimento

O estabelecimento in vitro € a primeira etapa da micropropagacdo, que tem como
objetivo manter as culturas e os explantes livres de contaminagdo e oxidacOes, para 0S
experimentos posteriores como a multiplicacdo, enraizamento, brotac6es e inducdo de calos
(Rocha et al., 2024). Para a garantia do estabelecimento de uma cultura o primeiro passo se
detém ao processo de desinfestacdo de explantes, pois ao serem expostos a contaminacao
microbiana, tem-se a mortalidade do tecido vegetal (Singh, 2018; Lima, 2020).

Entretanto a desinfestagdo dos explantes representa um dos maiores desafios dentro da
cultura de tecidos, pois um protocolo eficaz para uma espécie pode nao ser aplicavel para outra
independentemente de serem da mesma familia ou género, e essa variacdo na definicdo de um
protocolo de assepsia pode ocorrer até em diferentes explantes oriundos da mesma planta
(Mezzalira e Kuhn, 2021; Dantas, 2023).

Como forma de estratégia para um protocolo eficaz geralmente sdo utilizadas vérias
técnicas para a eliminacdo dos micro-organismos, como agua e agentes quimicos incluindo o
detergente, hipoclorito de sddio, cloreto de mercdrio e etanol, finalizando com o enxague em
agua estéril, esse processo pode ser dividido entre a pré-assepsia, que ocorre antes da excisao
do explante e assepsia que é ap0s excisao (Loberant e Altman, 2010).

Contudo algumas das substancias acima citada podem ser tdxicas aos explantes e

ocasionarem danos ao tecido vegetal como necrose por exemplo, para isso tempo de imerséo,
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concentracdo e combinagdes entre os métodos devem ser testadas para manter a viabilidade dos
explantes (Singh, 2018).

Além da desinfestacdo dos explantes a esterilizagdo do meio de cultura e do material
que sera utilizado para a manipulacdo do explante é essencial, pois 0s micro-organismos
também se alojam nestes materiais, um dos métodos de esterilizacdo mais eficiente para estes
produtos € a autoclave a mesma elimina 0os micro-organismos através da temperatura aliada
com a pressao (Singh, 2018).

Outro fator importante para o sucesso de um estabelecimento eficaz do cultivo in vitro,
é o tipo de meio nutritivo escolhido, pois as plantas em ambientes naturais obtém seus macros
e micronutrientes através da absorcdo do solo e atmosfera (Rojas, 2024). Porém no cultivo in
vitro € necessario fornecer as plantas os nutrientes fundamentais para o seu crescimento para o
controle do padrdo de desenvolvimento in vitro (Silva et al., 2006). Além destes fatores um
meio de cultura que esteja inadequado pode ocasionar disturbios fisioldgicos ou a morte dos
tecidos

Existem varios tipos de meio, porém os mais comumente utilizados sdo MS (Murashige
e Skoog, 1962) e suas modificagbes como MS meia (¥2-MS), este é bastante utilizado em
espécies de mono e dicotiledéneas devido as boas taxas de regeneracdo ocasionada pelos altos
niveis de nitrogénio, contudo para muitas espécies 0 mesmo ndo é bom para o crescimento
(Phillips e Garda, 2019). Em virtude disso outros tipos de meio foram implementados para
atender as demandas e exigéncias de algumas espécies, entre elas as espécies lenhosas que
necessitam de menos sais de macronutrientes, relacionado a isso surgiu o0 Woody Plant Medium
(WPM) que possui uma menor concentracdo dos sais e nitrogénio com intuito de atender as
exigéncias das plantas Lenhosas (Lloyd e Mccown, 1980; Araruna et al., 2017; Phillips e Garda,
2019). As composicBes dos meios MS e WPM estéo listados no quadro 1.

Quadro 1: Composi¢des quimicas dos meios nutritivos MS e WPM.

Componentes Meios de Cultura (mg L™?)
Macronutrientes MS WPM
CaClz. 2 H20 440,0 96,0
Ca (NOs)l. 4 HI,.O - 556,0
KHI2PO4 170,0 170,0
KNO3 1900,00 -
K2SO4 - 990,0




26

MgSO4.7HI20 370,0 370,0
NalsNO4 1650,0 400,0
Micronutrientes
CoCll2. 6HI.0 0,025 -
CuS045HI:0 0,025 0,25
H3BOs3 6,2 6,2
K 0,83 -
MnS04.4H20 22,3 22,3
Na2Mo004.2HI.0 0,25 0,25
ZnS04.7H20 8,6 8,6
Fe(SO4).7H.0 27,8 27,8
Na,EDTA.2H,0 37,2 37,2
Organicos
Acido Nicotinico 0,5 -
Glicina 2,0 -
Mio-inositol 100 -
Piridoxina HCI 0,5 -
Tiamina HCI 0,1 1,0

Fonte: Adaptado de Quinsen e Angelo (2008).

3.6 Reguladores de crescimento

Apbs atender as necessidades nutricionais basicas dos tecidos vegetais, torna-se
necessario induzir novas respostas no desenvolvimento explantes, estas sdo estimuladas pela
adicéo de reguladores de crescimento (Phillips e Garda, 2019). Os reguladores de crescimento
vegetal, sdo biomoléculas importantes nas plantas que existem em baixas concentragfes e sua
atuacdo é principalmente relacionada a sinaliza¢do bioquimica mediando praticamente todos 0s
processos fisioldgicos do desenvolvimento vegetal (Erland et al., 2017).

Quando adicionados ao meio de cultura os reguladores de crescimento, desempenham
uma funcao fundamental no crescimento das culturas e/ou nas respostas morfogenéticas (Silva,
et al., 2006). Dentre os reguladores de crescimento existem 0s que ocorrem naturalmente
biosintetizados pelas plantas denominados de fitohormdnios ou hormonios, estes controlam

processos fisioloégicos como: divisdo e aumento celular, crescimento radicular, inicio dos
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botbes, dorméncia, floragdo e amadurecimento, interagdes micorrizicas, sinalizadoras de
estresses, fotomorfogénese, senescéncia foliar e etc. (Trigiano e Gray, 2010). Além dos
fitohormonios existem os reguladores que sao sintéticos, sendo mais resistentes a degradacédo
enzimatica e, portanto, apresentam maior eficacia.

Os reguladores podem ser divididos em nove categorias as giberelinas, o etileno (ou
antietileno), o acido salicilico, o &cido abscisico, os jasmonatos, as estrigolactonas, 0s
brassinosteroides, as auxinas e as citocininas, sendo essas duas as mais comumente utilizadas
no cultivo in vitro (Taiz et al., 2017; Philips e Garda, 2019). As auxinas desempenham diversas
fungdes como: o estimulo ao crescimento e a diviséo celular, regulagdo do crescimento das
gemas axilares, dominancia apical, promove a formacdo de raizes, acelera ou retarda a abscisdo
dos frutos e embriogénese somatica (Trigiano e Gray, 2010; Taiz et al., 2017).

As auxinas mais utilizadas no cultivo in vitro sdo: acido a-naftalenoacético (NAA) e o
acido indol-3-butirico (IBA), &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), &cido indol-3-acético
(AlA) e éacido 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico (PICLORAM) (Gaspar et al.,
1996). O AIA é sintetizado naturalmente nas plantas a partir do triptofano (Taiz et al., 2017).

O 2,4-D e o picloram sdo dois herbicidas sintéticos que em baixas concentracfes
mimetizam a auxina, esses dois herbicidas auxinicos sdo amplamente utilizados para induzir
producdo de calos e 0 enraizamento em espécies cultivadas in vitro, em muitas espécies os 2,4-
D promoveu a inducdo da embriogénese somatica, entretanto também a registros desta inducao
a partir do uso do Picloram (Philips e Garda, 2019).

As citocininas também sdo extremamente importantes no cultivo in vitro, elas
promovem a diviséo celular e a iniciacdo e crescimento de brotos in vitro, elas sdo derivadas da
base nitrogenada puarica adenina. As citocininas mais comumente usados sdo zeatina,
diidrozeatina, cinetina, 6-benzilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ) (Beyl, 2011). O BAP ¢
uma das citocininas que sao as mais testadas e apresenta os melhores resultados para a indugéo
de brotos em segmentos nodais (Moura et al., 2012; Silva et al., 2018).

Além dos reguladores ja conhecidos novos estudos estdo surgindo na busca de outros
reguladores um deles é a melatonina, que é encontrada em muitas espécies vegetais, e parece
contribuir para uma maior tolerancia ao estresse e recentemente vem sendo estudada como um
possivel regulador que estimula o crescimento de explantes in vitro (Murch e Saxena, 2002). A
biossintese da melatonina também esta ligada a rota do triptofano, assim como as auxinas,
estudos apontam para a sua acdo na producdo de brotos e principalmente no enraizamento
(Murch e Saxena, 2002; Arnédo e Ruiz, 2018; Duran, Kilic e Coskun, 2019; Mao et al., 2020;
Andrade, 2021; Neamah e Jdayea, 2022).



28

Contudo vale ressaltar que assim como todos os reguladores de crescimento a
melatonina, as auxinas e citocinas suas funcdes e os seus efeitos dependem de suas diferentes
combinagbes e concentragdes, bem como sobre as espécies de plantas e o tipo de explante

(Hemmati, Cheniany, Ganjeali, 2020).

3.7 Organogénese

A organogénese € o0 processo de regeneracdo de 6rgdos ou tecidos vegetais a partir de
um explante submetido ao cultivo in vitro, que pode resultar na formagao de uma nova plantula
(Andrade, 2005). Para obtencéo deste evento fisioldgico in vitro, é necessério a acao de varios
fatores e interacbes que vdo desde o tipo do explante, meio de cultura, reguladores de
crescimento, condicOes de luz e etc. (Alves et al., 2004).

A organogénese pode se dar por duas vias: a direta que se origina-se a partir de gemas
ou primordios de gemas que sdo induzidos a regeneracdo de 6rgdos ou brotos diretamente do
explante (Nogueira et al, 2007; Rodrigues et al, 2022). Em plantas que respondem bem a rota
morfogénica direta os brotos adventicios podem ser formados a partir de diversos tipos de
explantes (por exemplo, folhas, caules, pétalas de flores ou raizes (George et al., 2007) (Figura
02).
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Figura 02: Processo da organogénese direta e indireta. Fonte: BIOTEC, 2024.

Além da via direta se tem a organogéneses via indireta que se origina a partir da
formacdo de massas celulares denominadas de calos e s@o induzidos ao processo de
desdiferenciacdo (Nogueira et al, 2007; Rodrigues et al, 2022). Os calos sdo massas celulares
formadas pela intensa de divisdo de células no explante, que ocorrem quando sdo submetidos
ao cultivo in vitro e expostos ou ndo aos reguladores de crescimento (Cordeiro et al., 2007)
(Figura 02). Esta via é mais complexa em virtude das varia¢cbes somaclonais que podem ocorrer
durante a formacdo dos calos, entretanto este método propicia 0 aumento da variabilidade
genética e os brotos formados a partir deles ndo sdo clones como nas demais vias (George et
al., 2007).
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Os calos podem ser considerados de diversos tipos como embriogénico, friavel e
compacto (Figura 3), o tipo formado vai depender do grau de diferenciacdo, idade da planta,
tipo de explante e o meio e os reguladores (George et al., 2007). Esses tipos podem ser
identificados a partir da textura, analise histologica ou anatdbmica dos mesmos, alem da
coloragéo dos calos (Cordeiro et al., 2007).

A

callus without callus with
organ regeneration partial organ regeneration
NV}_’
(a2}
N) ¢
(V)

friable callus shooty callus  embryonic callus
compact callus rooty callus

Representacdo dos tipos de calos formados. Fonte: IKEUCHI, SUGIMOTO E IWASE, 2013.
Contudo, para que ocorra o estabelecimento in vitro de calos, alguns passos devem ser

seguidos: 1° —a inducdo via ativacdo do metabolismo para a desdiferenciacao e divisao celular;
2° - proliferacéo celular; e 3° - desdiferenciacdo, onde as células crescem, apresentam maiores
formac@es de vacutolos, reduzindo a taxa de divisdo e com isso se tem um equilibrio entre a
divisdo e a expansao celular (Souza et al., 2018).

Os calos podem ser utilizados para diversas finalidades como: na geracdo de embrides
somaticos; cultivo de células em suspensdo; renovacdo de hibridos; analises de plantas
transgénicas; provocacdo de variacdo somaclonal; além de propiciar um sistema in vitro
sustentavel na producdo de compostos bioativos e de matéria-prima para investigacdes

bioldgicas e fitoquimicas (Lima, 2020).

3.8 Cultivo in vitro de espécies florestais

O emprego do cultivo in vitro com espécies florestais vem sendo realizados desde 1940,
com a utilizacdo de gemas adventicias da espécie Ulmus campestris Huds, ao passar dos anos

estudos voltados para estabelecerem foram realizados com inUmeras espécies florestais em
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virtude da perca de genoOtipos por causa das acOes antropicas nas florestas (Debergh e
Zimmerman, 1990; Pasqual et al., 2012).

Entretanto as pesquisas para as especies florestais ainda sdo baixas quando comparadas
com as agrondmicas, isso se deve em relacdo as dificuldades de trabalhar com material de
plantas de campo e controle das condi¢des ambientais que as mesmas sdo submetidas e a
extrema contaminagcdo por micro-organismos o que inviabiliza o estabelecimento in vitro
(Alves et al., 2018). Quando se restringem ao bioma Amaz0Onia, as pesquisas S&0 mais
incipientes ainda (Pasqual et al., 2012). Contudo trabalhos com espécies florestais amaz6nicas
conseguiram estabelecer e padronizar protocolos de regeneracdo direta e indireta, como por
exemplo nas seguintes espécies: Carapa guianensis Aublet; Copaifera multijuga Hayne; Aniba
roseadora Ducke; Astrocaryum aculeatum Meyer; Dipteryx Odorata (Aubl.) Forsyth F;
Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson e Bagassa guianensis Aubl. (Branddo, 2011;
Rodrigues et al., 2011; Rocha, 2021; Rocha et al., 2024).

Em virtude dessas lacunas nas espécies florestais amazonicas a micropropagacdo da V.
americana pode se tornar uma excelente alternativa para superar gargalos existentes na sua

conservacao ex situ.
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Capitulo 01 - CARACTERIZACAO DO COMPORTAMENTO FENOLOGICO DE
Vouacapoua americana Aubl.

Resumo: Os estudos fenologicos sdo essenciais para o entendimento da estrutura e dinamica
da comunidade florestal e na compreensdo da influéncia do clima nas espécies vegetais.
Florestas tropicais como a Amaz0nia, apresentam uma imensa biodiversidade de espécies
vegetais, principalmente lenhosas. Uma destas € Vouacapoua americana, popularmente
conhecida como Acapu, que é uma espéecie ameacada de extin¢do, que possui um importante
potencial econémico. O objetivo da presente pesquisa é avaliar o comportamento fenoldgico,
durante um periodo de sete anos (2016-2022) e sua correlagdo com as variaveis ambientais.
Foram avaliados 35 individuos mensalmente, atraves do método de observacdo da copa, as
fenofases reprodutivas: botdo floral, antese, frutos imaturos, maduros e dispersdo. E as
fenofases vegetativas: abscisdo e brotamento foliar. Para a analise fenoldgica foi utilizado os
testes de Analises dos Componentes Principais, analise Circular e o teste de Rayleigh, todos
realizados no software R. Em fenologia os resultados evidenciaram uma correlagdo positiva
para as fenofases reprodutivas com precipitacdo e umidade relativa e uma alta intensidade
ocorrendo no periodo de maior precipitacdo pluviométrica, que sdo os meses de janeiro a abril.
As fenofases foliares tiveram a sua maior intensidade com o periodo seco e uma correlacdo
positiva com insolacdo e temperatura. Acapu demonstrou ser uma espécie sazonal e anual,
sendo assim tais informacdes auxiliardo nos programas de conservagao ex situ e in situ, e no
uso sustentavel da espécie.

Palavras-chave: Amazonia, Espécie ameacada, Fenofases.

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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1. INTRODUCAO

A fenologia € uma ciéncia que estuda os eventos ciclicos bioldgicos vegetais, focada na
previsdo e monitoramento destes e suas relagdes com os fatores bidticos e abioticos (Lieth 1974;
Morellato e Leitdo, 1990, Assato et al., 2023).

InformacBes dos padrbes fenoldgicos sdo valiosas para estudos botéanicos,
principalmente nas relacdes planta-planta, tendo em vista que as mesmas podem competir por
recursos hidricos e nutritivos, além de polinizadores e dispersores (Talora e Morellato, 2000;
Neves et al, 2010).

Nos ultimos anos estudos fenoldgicos vém recebendo posicdo de destaque
principalmente em assuntos como mudancas climaticas globais, devido aos ciclos bioldgicos
como frutificacdo, floracdo, brotamento e abscisdo foliar serem interligados a variaveis
ambientais como precipitacdo, fotoperiodo, umidade relativa do ar, intensidade de radiacdo etc.
0 que os tornam 6timos indicadores de respostas a essas mudancas (Alencar, 1994; Silva, 1998;
Oliveira et al., 2016; Abernethy et al., 2018, Cerro e Holloway, 2020).

Estes eventos de mudancas na temperatura ocasionam também alteracfes nos ciclos
hidrologicos, pois, reduzem as taxas de evapotranspiracao da floresta e com isso interferem nos
niveis de precipitacdo (Copertino et al, 2020). Morellato et al., (2016) ressaltam que o
aquecimento global ja ocasionou mudancas na distribuicdo das espécies e em seu modo de
reproducdo, sendo assim a fenologia desempenha um papel fundamental na modulacéo de
processos ecossistémicos (Cerro e Holloway, 2020).

Por outro lado, é importante salientar que algumas espécies ndo sdo totalmente
influenciadas pela precipitacdo e sim por sua tolerancia hidrica ou fotoperiodo, tornando estas
variaveis importantes na descri¢do do tempo, periodicidade e sincronia de eventos reprodutivos
da espécie (Reich e Borchert, 1984; Borchert, et al., 2005; Morellato et al., 2016). Em razéo
destes fatores os padrdes fenoldgicos podem ser sazonais ou ndo, geralmente em florestas
tropicais em virtude da falta de esta¢cBes bem definidas, determinar os ciclos fenoldgicos séo
bem mais complexos do que em florestas temperadas (Pau et al., 2011).

A maioria das espécies tropicais ndo apresentam sincronicidade em seus eventos
fenoldgicos, ou séo de dificil reconhecimento (Bencke e Morellato, 2002). Um exemplo é a
floresta Amazodnica em que geralmente as suas especies ndo apresentam um padrdo e as

floragbes podem ocorrer no periodo seco, ou entre o periodo de transicdo da estiagem e 0

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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chuvoso, porém as frutificagdes da maioria das espécies tendem a serem sazonais (Morellato;
Camargo; Gresller, 2013).

Além da falta de sazonalidade, as mudancas na temperatura e niveis de precipitacdo ao
longo dos anos estdo afetando a Amazénia que é a maior floresta tropical do mundo. A mesma
esta entrando em um novo sistema de clima, sendo mais quente, com a predominancia de
estacBes mais secas e prolongadas (Lima et al., 2017; Copertino et al., 2020; Ferreira, 2021;
Moreto et al., 2021, Tosto et al., 2022).

Ao considerarmos as informacgdes supracitadas, estudos fenoldgicos de espécies
florestais amazénicas sdo extremamente importantes, uma vez que estas espécies podem
apresentar uma regularidade ou ndo em seus ciclos bioldgicos, além das divergéncias que ocorre
entre e dentre as espécies e as populacdes conforme o ecossistema em que estdo inseridas (Silva
e Lameira, 2021).

Uma espécie florestal amazonica bastante conhecida e com estudos fenologicos
escassos € Vouacapoua americana Aubl., uma representante da familia Leguminoseae
conhecida popularmente como Acapu (Maestri et al., 2021). E uma espécie arborea de terra
firme, que pode chegar ate 30 metros de altura, sendo uma espécie emergente de dossel,
apresenta padrdo de distribuicdo agregado, inflorescéncias amareladas e sistema reprodutivo
misto e seu fruto contém uma Unica améndoa grande, sua dispersdo primaria é barocoérica e a
secundaria zoocorica (Lorenzi, 1998; Sabatier, 1985;Forget, 1990; Gomes et al., 2021).

A mesma foi e € uma espécie bastante explorada devido as caracteristicas nobres de sua
madeira (MMA, 2022; Pereira Junior et al., 2023), garantindo seu uso nas industriais
moveleiras, navais e de construgao civil (Loureiro et al., 1978; Loureiro et al., 1979 e Fonseca,
1922). Atualmente V. americana compde a lista vermelha da IUCN com classificacdo CR
(criticamente em perigo de extingdo) (IUCN, 2022).

Em relacdo ao seu padrao fenoldgico a literatura apresenta dados que divergem entre si,
considerando uma espécie bianual com periodos reprodutivos na estacao seca (Sabattier, 1985;
Batista et al., 2020). Neste estudo, caracterizamos os padrbes fenoldgicos reprodutivos e
vegetativos de Vouacapoua americana em um ambiente de floresta nativa. Mais
especificamente pretendemos responder as seguintes questdes: (i) Como a frequéncia e a
duracdo das fenofases reprodutivas e vegetativas variam ao longo do ano? (ii) As fenofases
fenoldgicas exibem correlagdo com os fatores abidticos de temperatura, precipitacdo e umidade

relativa?

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO FENOLOGICA

2.3 Area de estudo
As &reas de coleta e estudo foram no municipio de Vitéria do Xingu - PA, em uma érea

que fica localizada proximo ao reservatério da usina hidrelétrica de Belo Monte. Na regido a
precipitacdo média anual fica em torno de 1914mm e a temperatura média por volta 28°C
(INMET, 2022). Os maiores indices pluviométricos e a maior umidade relativa do ar
concentram-se entre 0s meses de janeiro a marco (periodo chuvoso) e o periodo mais seco
ocorre nos meses de julho a outubro (Figura: 01). O clima é classificado como Am (Moncdo)

de acordo com a escala de Kopen.

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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Figura 1. Medigdes mensais de precipitagdo e temperatura (janeiro de 2016 a Marco de 2023). Precipitacéo total
e temperaturas médias mensais a partir de janeiro 2016 a marco de 2023 no municipio de Vitoria do Xingu, Area
de influéncia da Usina Hidrelétrica de Belo Monte, Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Meterologia
(INMET), Altamira. a) barras: precipitacdo (mm). Linha: temperatura (°C). b) barras: fotoperiodo (h). Linha:
insolacdo (h). ¢) barras: Umidade relativa do ar (%).

Os dados climéaticos da precipitacdo total mensal, temperaturas médias mensais,

umidade relativa do ar média mensal, média mensal radiacao solar, foram obtidos no banco de

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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dados do INMET da Estacdo Meteoroldgica de Altamira-Para (3° 11' 41" S 52° 12' 33"W),
altitude 109m.

2.3 Fenologia
Para a avaliagdo fenoldgica da espécie de V. americana foi adotado o método qualitativo

que indica a presenca e auséncia do evento fenoldgico e consiste na observacdo direta da copa
da arvore com o auxilio de um bin6culo com ampliacdo de 10X (CABRERA; ROBERTO;
ZHOFRE, 2018). A partir deste método tem-se a possibilidade de em nivel populacional,
indicando a quantidade de individuos da populacdo que estda em determinada fenofase,
permitindo assim inferir sobre o indice de atividade (porcentagem de individuos) na
comunidade (sincronia intraespecifica) (MORELLATO et al, 1990 e NEWSTROM et al, 1994).
Os padroes foliares foram descritos segundo Frankie et al. (1974) e os reprodutivos de acordo
com Newstrom et al. (1994).

Os dados fenoldgicos foram fornecidos pela empresa Norte Energia S.A. que realizaram
as avaliacBes mensais durante o periodo de 2016 a 2022, como requisito ao Projeto Ambiental
da Usina Hidrelétrica Belo Monte. Foram selecionadas 35 matrizes a partir destes dados, no
qual foram acompanhadas posteriormente pelos autores para a suplementacdo dos dados, para
confirmacdo da espécie exsicatas de alguns individuos foram depositadas no herbario Padre
José Maria de Albuquerque, com o numero de registro HATMa002320 e no Sisgen com 0
numero A3B5089.

2.4 Andlises de dados fenol6gicos

A interacdo das fenofases com as variaveis ambientais foram analisadas usando a
Anélise de Componentes Principais (PCA), para avaliar a relacdo das fenofases estudadas e o0s
fatores ambientais considerados (precipitacdo, temperatura, umidade relativa do ar, radiagdo
solar). As analises foram realizadas usando o software R, versdo 4.3.0, com a adi¢do do pacote
“FactorMiner” (R Core Team 2023).

A sazonalidade dos dados fenoldgicos foi avaliada com base nas estatisticas circulares,
estas sdo as melhores na visualizacéo e no entendimento dos condutores de eventos fenologicos
em florestas tropicais (David et al., 2022), os meses do ano foram convertidos em intervalos
angulares de 30°, indo de 0° (janeiro) a 330° (dezembro) (Morellato et al., 2010, David et al,
2022). Para a fenofase, calculou-se o angulo médio, o desvio padrdo angular, 0 comprimento
do vetor r e o teste de Rayleigh (z) para determinar se as datas demonstraram uniformidade nas
distribui¢6es ao longo do ano (Zar, 2010). Foi utilizado o software R, com a adigéo da versdo
de pacote “circular” (R Core Team 2023).

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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4. RESULTADOS

A analise de componentes principais (PCA), que retrata manifestacdo dos eventos
fenoldgicos de V. americana, e sua interagdo com as variaveis ambientais sdo representados na
figura 02. Nota-se que estes eventos apresentaram um padréo de distribuicdo sazonal quando
comparados as variaveis ambientais, e isso se deve a proporcdo de explica¢do dos eixos que
deram 59,7% da variacao total, sendo que o primeiro eixo contribuiu com 49,3% (PC1) e o
segundo eixo (PC2) com 16,3%.

No primeiro eixo conseguimos observar a relagdo das fenofases reprodutivas com as
seguintes variaveis ambientais insolagdo, temperatura, precipitacdo e umidade relativa, no
segundo eixo temos a interacdo com o fotoperiodo (Figura 02). As fenofases botdo floral,
antese, frutos imaturos tiveram uma correlacéo positiva com precipitacao e umidade relativa do
ar, isso se deve em decorréncia da proximidade em que as fenofases e as variaveis ambientais
foram plotadas no eixo 1(PC1).

Ao observarmos o comportamento das fenofases reprodutivas e suas correlagdes com
as variaveis insolacdo e temperatura nota-se uma relacdo negativa, na medida que aumenta a
temperatura e a insolacéo as fases reprodutivas diminuem (Figura 02). Quanto o fotoperiodo a
sua contribuicdo maior foi com o segundo eixo (PC2), teve uma correlacdo positiva com o0s
eventos fenoldgicos reprodutivos, porém esta foi baixa devido a distancia que o mesmo foi
plotado no eixo (Figura 02). O mesmo padrdo é encontrado para frutos maduros, divergindo
apenas em que ocorreu uma correlacdo mais fraca entre as variaveis apresentadas anteriormente

e a fenofase (Figura 02).

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) das fenofases foliares e reprodutivas e suas
interacBes com as varidveis ambientais de planta Vouacapoua americana. O primeiro eixo explica 43,4% e o
segundo eixo 16,3% da variancia dos dados. Os tridngulos invertidos representam os anos de avaliacdo (2016-
2022).

As fenofases foliares abscisdo e brotamento também contribuiram para o eixo 1 (PC1)
e PC2, poréem devido o brotamento ocorrer logo em seguida a abscisdo ambas se sobrepuseram.
As fenofases foram correlacionadas positivamente com insolacdo e temperatura e
negativamente com fotoperiodo, precipitacdo e umidade relativa do ar (Figura 02).

Os testes de estatistica circular evidenciam qual foi o periodo em que a espécie
apresentou a fenofase reprodutiva concentrada, 0 mesmo indica uma forte sazonalidade para as
fenofases de botéo floral, flor aberta para o periodo chuvoso, sendo significativa pelo teste de
Rayleigh (P<0,01) (Tabela 01). Devido as suas datas médias de pico serem entre 0s meses de
fevereiro e margo, observa-se também que ao longo dos anos esses picos foram poucos
alterados (Tabela 01), porém como observados nos histogramas da figura 03, nota-se um

decréscimo da quantidade de individuos que entraram nesta fenofase.

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984



50

Tabela 01. Estatistica circular da fenologia da floracéo e frutificacdo (presenca e auséncia) de
Vouacapoua americana Aubl. em uma area de floresta amazodnica de influéncia direta pela usina
hidrelétrica de Belo Monte, em Vitdria do Xingu — Para.

Comprimen

Data Angulo Desvio

FENOFASES Ano ity . eg o todovetor ot
() Angular

Ano 1 16—Fev  46,78° 0,94* 20,06°

Ano 2 15_Fev  4599° 0,95* 17,37°

Ano 3 17- Fev 47,67° 0,03* 20,62°

BOTAO FLORAL Ano 4 03— Fev 33,10° 0,97* 13,350

Ano 5 09 — Fev 39,10° 0,90* 25 45°

Ano 6 16—Fev  46,30° 0,01* 24.16°

Ano 7 16—Fev  46,70° 0,96* 14,990

Ano 1 27- Fev 57,89° 0,97* 13,66°

Ano 2 23— Fev 53,13° 0,97* 53,13°

Ano 3 25- Fev 55,98° 0,95* 12,69°

FLORACAO Ano 4 01— Fev 31,96° 0,97* 13,20°

Ano 5 12-Fev  42,49° 0,95* 20,60°

Ano 6 20 — Fev 50,44° 0,01% 23,870

Ano 7 15_Fev  4580° 0,96* 15,06°

Ano 1 14— Abr  103,37° 0,82* 35,10°

Ano 2 22- Mar 80,98° 0,74* 43,73°

Ano 3 09— Abr  98,.23° 0,94* 19,18°

n\if\%ggs Ano 4 18— Mar  76,34° 0,05* 17.73°

Ano 5 18— Mar  76,47° 0,91% 24.77°

Ano 6 28— Mar  86,47° 0,85* 31,93°

Ano 7 07 — Fev 37,76° 0,79* 38,39°

Ano 1 02—Jun  151,91° 0,79* 38,33°

ANo 2 16-Mai  13557° 0,89* 27.04°

Ano 3 22- Abr 111,13° 0,93* 20,70°

FRUTOS MADUROS  Ano 4 01—Mai  120,00° 0.91* 24,78°

Ano 5 21— Abr  110,79° 0,01% 30,38°

Ano 6 19— Mai  138,23° 0,86* 35,30°

Ano 7 22 _Mar  80,03° 0,90* 25 62°

*Rayleigh test (P<0,01)
Para as fenofases de frutificagdo os histogramas circulares nos permitem identificar que

para frutos imaturos o pico variou ao longo dos anos nos meses de fevereiro, margo e abril
(Figura 03). Em frutos maduros o pico ocorreu no periodo de transi¢cdo do chuvoso para o de
estiagem, sendo junho o inicio do periodo seco (Figura 03). As datas médias corresponderam
ao periodo de 22 de marco a 1 de junho, sendo observados ao longo dos anos exceto para 0 ano
de 2022 que teve uma maior intensidade desta fenofase no periodo chuvoso que é no més de

marco (Tabela 01).
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Figura 03: Fenologia da floracdo representada por histogramas circulares de frequéncias (presenca e auséncia) das fenofases: a) botéo floral, b) antese (flor aberta), c) frutos
imaturos, d) frutos maduros durante periodo de 2016 a 2022 de Vouacapoua americana em uma area de influéncia da usina hidrelétrica de Belo Monte, no municipio de
Vitéria do Xingu, - Para. As fenofases anuais estdo agrupadas com indicagdo de cores diferenciadas.
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As fenofases foliares brotamento e abscisdo ndo foram avaliadas pelo teste circular,
sendo representadas em histogramas de frequéncias e linhas que evidenciaram que o periodo
de maior intensidade de ambas fenofases ocorrem no periodo seco (Figura 04). Sendo que logo
apos o periodo de reproducdo, a espécie V. americana comeca perder as suas folhas mais velhas
e inicia o periodo de brotamento, com picos nos meses de agosto e setembro (Figura 04). As
trocas foliares ocorrem de forma gradual, mantendo sua fase vegetativa por todo o0 ano. A

abscisdo foliar do Acapu leva em torno de um ano e meio.

Abscisdo Foliar
40 I
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Figura 04: Fenologia foliar representada por histogramas de frequéncias das fenofases abscisdo e brotamento
foliar, durante periodo de 2016 a 2023 de Vouacapoua americana em uma area de reserva ambiental da usina
hidrelétrica de Belo Monte, no municipio de Vitéria do Xingu - Para.

5. DISCUSSAO
Os padrdes fenoldgicos encontrados neste estudo evidenciam que a floragdo de V.

americana, desde o botdo floral a antese da flor, ocorreu no periodo chuvoso durando no
méaximo dois meses e sendo um evento anual. Esse resultado é semelhante com o encontrado
por Alencar et al (1979), que observaram a floracdo de Acapu na reserva Ducke em Manaus,
entre os meses dezembro a fevereiro, periodos com a maior precipitacdo. Entretanto este evento
bioldgico ocorreu a cada dois anos, o que diverge dos resultados encontrados nesta pesquisa.
Santos et al., (2018), também observaram os periodos de floracdo de Vouacapoua
americana, durante dois anos em Porto Grande (Amapa) e constataram que 0 Seu pico
ocorreram nos meses de maior intensidade de chuvas, e que a sua floragdo assim como o

presente trabalho foi anual. Resultado divergente foi encontrado por Batista et al., (2020), ao

A versdo do artigo em inglés foi submetida na revista “Plant Species Biology” - https://esj-
journals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14421984



53

acompanharem 8 individuos de acapu, no municipio de Anapu-Para em trés populacGes
diferentes, observaram que a maior intensidade da floragdo ocorreu nos meses de maio e junho,
que ¢ considerado o final do periodo chuvoso e inicio do periodo de estiagem.

Outras espéecies amazénicas também obtiveram o maior pico de floracdo no periodo
Umido como Dinizia excelsa Ducke, Peltogyne paradoxa Ducke, Goupia glabra Aubl, Aniba
duckei Kostermans e Simarouba amara Aubl., Aniba parviflora (Meins.) (Magalhdes; Alencar,
1979); Freitas et al., 2015; Pinto et al., 2005; Felsemburgh et al., 2016). Resultado
compartilhado também com outras espécies amazénicas da familia Leguminoseae como por
exemplo Libidibia ferrea Martius ex Tul, e Copaifera multijuga Hayne, que também
apresentaram os seus picos de floracdo no periodo chuvoso (Araujo, 1970; Ramires et al.,
2019).

Costa et al. (2023) também avaliaram cerca de 11 espécies nativas amazonicas na
floresta nacional do Carajés no Estado do Par4, e notaram que a maioria destas espécies tiveram
seus picos de floracdo no periodo chuvoso. Ha relatos em que a maioria das espécies de florestas
tropicais, incluindo a Amazonia, florescem entre o periodo de transi¢cdo do chuvoso-seco ou no
periodo seco (Ledo; Carvalho, 2001; Maués; Couturier, 2002; Araujo, 1970; Pinto, Morellato;
Barbosa, 2008).

A floracdo em periodos chuvosos atua como um gatilho para que se inicie 0s processos
finais do desenvolvimento dos botbes e com isso promovendo uma sequéncia na abertura das
flores, isso acontece devido as espécies ndo estarem mais expostas a um estresse hidrico e/ou
em ambientes com temperaturas elevadas (Opler et al., 1976, Morellato et al, 2013, Arruda et
al, 2021). Vouacapoua americana apresentou uma sincronia no seu processo de floragéo,
Borchert, (1983), Belo et al., (2013) e Da Costa et al., (2023), corroboram que a sincronizagéo
do periodo de floragcdo que as espécies tém entre e dentro de uma populagdo comprovam a
necessidade da agua para o desenvolvimento das suas estruturas reprodutivas. Ademais eventos
de floragdo em sincronia favorecem a polinizagdo cruzada, devido os polinizadores forragear
varios individuos e com isso realizar a transferéncia do pdlen entre as arvores vizinhas,
promovendo a variabilidade genética entre os individuos (Nilsson e Wastljung, 1987;
Stevenson et al., 2008; Braga e Collevatti, 2011; Dantas et al, 2021).

As fenofases de floragdo também tiveram relacdo com o fotoperiodo e temperatura,
porém Wang et al. (2020), afirmam que a maioria das espécies de plantas lenhosas ndo usam o

fotoperiodo como um regulador externo para a inducéo da floragéo.
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Apos o periodo de floracéo veio a frutificacdo, em que os frutos imaturos surgiram no
meio da estacdo chuvosa e a maturacdo e dispersdo dos frutos e sementes foram no periodo
final e de transicdo do Umido para o0 seco que correspondem aos meses de abril, maio e junho.
O periodo de maturagdo dos frutos durou em média de dois meses.

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por De Souza et al., (2000), que
avaliaram a frutificacdo de Acapu na regido do medio Tocantins e de Santos et al., (2018) que
também encontram o0 mesmo padréo fenolégico nas populacdes do sudeste do Amapa. Muniz
(2008) analisou os eventos fenoldgicos de 89 espécies amazdnicas, no municipio de Buriticupu
no estado do Maranhdo e notou que a frutificagdo das espécies de dossel tem uma correlacdo
mais negativa com o periodo de alta intensidade de precipitacao, apresentando baixa producéo
de frutos, enquanto mantém uma alta producédo nos periodos de transicdo entre a estacdo umida
e seca.

As sementes de Acapu séo recalcitrantes e perdem a viabilidade muito rapido (Lorenzi,
1989), o que explica a rapidez no seu processo germinativo e a alta taxa de germinagao que a
espécie apresenta. Devido a estratégia da frutificacdo de acapu ocorrer no periodo chuvoso
seguido da dispers@o no final deste ou entre o de transicdo de periodo de seca, garantem que
essas sementes encontrem ainda um solo Umido e rico em nutrientes, aumentando assim a
possibilidade do sucesso nas fases de emergéncia e do desenvolvimento das plantulas (Foster,
1992; Pereira; Tonini, 2012).

A frutificacdo do acapu ocorreu anualmente, porém os picos se alteraram ao longo do
ano, em que um determinado ano apresentava alta e posterior baixa producéo de frutos, estes
resultados divergem dos encontrados por Sabatier (1985) e Batista et al., (2020), que declararam
que a espécie possui padrdo de frutificacdo bianual. Porém a avaliacdo de ambos corresponde
a menos de cinco anos de observacéo, o que também divergem do presente estudo que apresenta
cinco anos.

Este fendbmeno em que ha uma alta producdo de frutos em alguns anos, pode ser uma
estratégia da espécie para atrair dispersores. Leigth (1999) ressalta que quando ha sincronizagao
de dispersdo em espécies que apresentam sementes grandes e Unicas e que tenham roedores
como dispersores, garantem uma maior chance de ser enterrada e esquecida por estes. Desta
forma propiciam o sucesso da germinagdo, pois quando ha alimentos em abundancia tais
animais enterram para se alimentarem em periodos de escassez. Atrasos ou antecipacdo de
fenofases tambeém podem afetar as interacdes planta/polinizador e a capacidade das espécies de
competir (Costa et al, 2023).
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As fenofases foliares, foram todas correlacionadas positivamente com a temperatura e
insolacdo e uma resposta negativa com precipitacdo e umidade foram presentes nos meses de
estiagem entre julho e novembro. Este resultado divergente do encontrado por Santos, Freitas
e Santos (2018) que observaram o processo de abscisdo e brotamento das folhas no periodo
chuvoso.

Alencar (1994) ao avaliar as fenologias foliares de espécies amazonicas, percebeu que
a grande maioria das arvores perderam suas folhas no periodo da estacdo seca e o brotamento
foi observado préximo ao periodo chuvoso. Estes eventos podem estar correlacionados com
uma resposta fisioldgica da espécie para garantir a sua sobrevivéncia, durante o periodo de
maior temperatura e déficit hidrico Taiz; Zaiger, 2017).

A abscisdo foliar em florestas tropicais € um episodio regular, pois a medida que novas
folhas véo surgindo, as folhas maduras séo descartadas (Lucena, Leite; Matos, 2015). Lorenzi
(2013), em sua pesquisa ressalta que a espécie V. americana possui caracteristicas deciduas,
com perdas e brotamentos foliares anuais, assim como encontrados neste estudo.

Além das variaveis climaticas os eventos fenologicos podem ser definidos também pela
plasticidade fenotipica e a diversidade genética, estes sdo mecanismos extremamente eficazes
que contribuem na capacidade das espécies de responderem as mudancas ambientais de maneira
rapida, garantindo assim a sobrevivéncia (Donohue, 2005, Pigliucci et al, 2006, Rahman et al,
2019). Ademais, arvores de grande porte, como € o0 caso de V. americana, tem acesso a reservas
de aguas mais profundas no solo o que as auxiliam na compensacdo de um deficit hidrico a
curto prazo (Atkins e Agee, 2019).

A sincronia que o Acapu evidenciou em suas fenofases é de suma importancia para
contribuir com informacdes em projetos de restauracdo florestal e programas de manejos,

indicando o melhor momento de coletar frutos e sementes (Bassaco; Nogueira, 2019).

6. CONCLUSAO

O Acapu demonstrou ser uma espécie sazonal uma vez que as fases reprodutivas
apresentaram correlacdo positiva, com o periodo de maior precipitagdo. As fenofases foliares
apresentaram padrao inverso tendo uma correlacéo positiva no periodo mais seco do ano. Ao
longo dos sete anos as plantas mostraram ser uma espécie anual e com caracteristicas deciduas.

As informag0es coletadas neste estudo demonstram que as variaveis climéticas locais
exercem um papel fundamental nos eventos fenoldgicos de Vouacapoua americana e devem
ser levados em consideracdo em estratégias de manejo e conservacdo desta espécie amazonica

ameacada.
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CAPITULO 02 — INDUCAO DE CALOS E REGENERACAO DE SEGMENTOS
APICAIS E NODAIS DE Vouacapoua americana Aubl.

RESUMO

Vouacapoua americana Aubl., popularmente conhecida como Acapu, € uma arvore amazonica
endémica, amplamente explorada, listada como espécie em perigo de extin¢do. A cultura de
tecidos oferece potencial para conservacdo de genotipos ameacgados, em virtude disso este
estudo tem como objetivo avaliar a regeneracdo e estabelecimento de V. americana. Para as
analises de propagacdo in vitro foram utilizados diferentes explantes de V. americana obtidas
de mudas cultivadas em viveiro, em que foram testados: tipos de assepsias, inducdo de
brotagdes, calos e germinacdo de embrides sob efeito de Auxinas (2,4-D, Picloram, BAP e
Melatonina) em diferentes concentragbes e combinagdes. Os resultados deste estudo de
propagacdo in vitro destacam a importancia de otimizar protocolos especificos para assepsia de
acordo com o tipo de explante, considerando as condi¢des ambientais e as caracteristicas
intrinsecas dos tecidos vegetais. Protocolos abrangentes e eficientes para inducdo de calos in
vitro com o uso do regulador Picloram a partir de explantes foliares oriundos de viveiro. Esses
avancos nos protocolos de propagacdo in vitro de Acapu, podem auxiliar na conservagao ex situ
e em programas de reflorestamento.

Palavras-Chaves: Amazonia, Cultura de tecidos, Espécie ameacada e Reguladores de

crescimento.

1. INTRODUCAO

A espécie Vouacapoua americana Aubl. é uma arvore florestal conhecida popularmente
como Acapu, representante da familia Leguminoseae, endémica da Amazonia e de ocorréncia
em floresta pluvial de terra firme na Guiana Francesa, Suriname, Guiana e Brasil (Flora do
brasil, 2024). No Brasil, distribui-se pelos Estados do Maranhdo, Amapa e Para (Leite e Lleras,
1993; Maestri et al., 2021). Sua madeira possui Otima resisténcia mecanica e a podridao,
caracteristicas que fazem com que V. americana seja amplamente utilizada na industria
madeireira para a constru¢do naval (Fonseca, 1922), construcédo civil (Loureiro et al., 1979)
producdo de mdveis e marcenaria de luxo (decoracdes, tacos de bilhar etc.) (Lorenzi, 1989).

Por ser uma espécie altamente explorada, em 2014 através da portaria 443 do Ministério
do Meio Ambiente, V. americana passou a fazer parte da lista das espécies consideradas em
perigo de extingdo (EN) (Brasil, 2014), tendo a sua comercializagdo e corte proibidos. O Acapu

encontra-se ainda na lista vermelha de espécies em extingdo da Unido Internacional de
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Conservacdo da Natureza (IUCN), sendo classificada como criticamente ameacado (CR)
(IUCN, 2024).

A conservacdo de germoplasmas ex situ também é afetada pelo comportamento
recalcitrante das sementes, a rapida deterioracao por ataques de fungos e insetos, fatores que
dificultam o seu armazenamento (Cruz e Pereira, 2016; Souza, 1999). Como o principal meio
de propagacéo da espécie é por via de sementes, 0 comportamento recalcitrante torna inviavel
a propagacao em periodos diferentes ao da oferta natural (Nick et al. 2010). Além disso as suas
sementes sdo extremamente predadas por roedores o que dificulta ainda mais a disponibilidade
da mesma (Forget, 1990; Gomes et al., 2021).

Neste contexto, a utilizacdo da espécie e sua exploracao exacerbada contribuem para o
processo de extingdo e perda da sua variabilidade genética, considerando esses fatores, métodos
que busquem a conservagdo de V. americana de maneira eficiente sdo essenciais (Valejos-
Torres et al., 2021). Desta forma, a cultura de tecidos de propagulos vegetais de espécies
ameacadas e com valor econémico, torna-se uma alternativa para conservacao destes genotipos,
além de assegurar a disponibilidade para pesquisas futuras (Alves; Azevedo, 2018).

Dentre as técnicas de propagacdo in vitro, se tem a organogénese, que consiste na
capacidade de diferenciacdo e regeneracdo de 6rgaos ou plantas, podendo acontecer através da
via direta que se origina a partir do meristema ou via indireta que depende da proliferacdo
celular e formando calos (Nogueira et al., 2007; Rodrigues et al., 2022). Esta Ultima via pode
ampliar a variabilidade genética, através do aparecimento de variantes somaclonais como forma
de adaptacéo celular as condi¢bes do cultivo (Kaeppler, Kaeppler e Rhee, 2000; Ramirez-
Mosqueda e Iglesias Andreu, 2015; Gole et al., 2020).

Os eventos fisioldgicos supracitados necessitam de estimulos que se d&o pela utilizacdo
de reguladores de crescimento, sendo que os mais utilizados sdo as auxinas que promovem 0
enraizamento de brotos e inducdo de calos e as citocininas que propiciam o desenvolvimento
celular e de gemas axilares (Taiz et al., 2017; Romo-Paz et al., 2023). Os reguladores de
crescimento podem atuar de diferentes maneiras em cada espécie, variando em doses e
combinag6es, produzindo inumeros resultados nos protocolos de estabelecimento in vitro (De-
Souza et al., 2022).

Outro processo importante para o cultivo in vitro é a condicdo asséptica, entretanto para
as espécies florestais, tal condicdo é um desafio em virtude da dificuldade de obter material

vegetal livres de contaminagcBes por micro-organismos devido principalmente a contaminacéo
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enddgena e oxidacao fendlica (THORPE et al., 1991; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;
KUSHNARENKO, 2022).

Na literatura, trabalhos de cultivo in vitro ja foram publicados com espécies florestais:
Cerejeira brasileira (Amburana acreana Ducke), Pau rosa (Aniba rosaeodora Ducke), Sapucaia
(Lecythis pisonis Cambess), Guayusa (llex guayusa Loes.), Camu-Camu (Myrciaria dubia
(Kunth.) (McVaugh)), Cumaru (Dipteryx Odorata (Aubl.) Forsyth F) (FERMINO JR et al.,
2007; JARDIM et al., 2010; MELLO et al., 2020; CARVALHO et al., 2021; ARAUJO et al.,
2021; ROCHA et al., 2024). Porém para V. americana 0s estudos S0 escassos e quase
inexistentes na literatura, considerando a pressdo antrépica sofrida pela espécie, e visando
ampliar as informacdes sobre ela, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o estabelecimento,
a formacao de calos e a regeneracdo de segmentos apicais e nodais de Vouacapoua americana
Aubl.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do Material Vegetal

100 frutos de 5 matrizes de V. americana foram coletados no municipio de Vitoria do
Xingu, em uma &rea de floresta natural. Apos a coleta, eles foram levados ao laboratério de
biotecnologia da Universidade Federal do Para, campus de Altamira (BIOTEC-ATM), onde
passaram por beneficiamento. 50 sementes foram acondicionadas em sacos de polipropileno
contendo substrato comercial (terra preta), mantidas em condi¢fes de sombrite a 50% e
irrigacdo diaria. Passados 90 dias da germinacdo, segmentos foliares juvenis (£2,0 cm?) e
segmentos apicais e nodais (+2,0 cm), foram utilizados como fonte de explantes para a
conducdo dos ensaios in vitro de V. americana.

As outras 50 sementes coletadas, foram utilizadas para 0s experimentos de

embriogénese in vitro.

2.2 Pré-assepsia dos explantes para o cultivo in vitro

Apods a coleta, as sementes e 0s segmentos foliares, apicais e nodais oriundos de plantas
cultivadas em viveiro, foram levemente escovados com detergente neutro comercial e lavados
em agua corrente por 30 minutos (Silva et al, 2021). Antes da assepsia em fluxo laminar, as
sementes passaram ainda por solucéo de hipoclorito de sddio a 2% v/v por 1h. Apos assepsia,

todos os explantes foram levados a cdmara de fluxo laminar.
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2.3 Meio de Cultura béasico

Ap0s assepsia, todos os explantes foram inoculados em meio de cultura basico WPM
(Lloyd; Mccown, 1981) suplementado com 30 g L de sacarose, 800 mg L de
Polivinilpirrolidona (PVP), e solidificado com 2,5 g L™ de Phytagel. O pH dos meios de cultura
foram ajustados para 5,8 +0,1 e esterilizados por 20 minutos em autoclave a 121°C e pressao
de 1,5 kgf/cm? (Lameira et al., 2000).

2.4 Ensaios in vitro

2.4.1 Experimento 1
2.4.1.1 Assepsia de segmentos apicais e nodais

Apo0s pré-assepsia, em camara de fluxo laminar, 0s segmentos passaram por assepsia
em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% de cloro
ativo durante 20 minutos (em constante agitacdo), seguido de triplice lavagem em agua
destilada autoclavada (Silva et al., 2021). Posteriormente foram imersos em solucao de acido
ascorbico a 10 mg L onde permaneceram por 15 minutos em agitacéo, para evitar a oxidagao
dos explantes (Morandi, 2020), e inoculados em meio de cultivo WPM (descrito no topico 2.3).

2.4.1.2 Enraizamento de segmentos apicais

Os segmentos apicais, apos assepsia, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 20
mL de meio de cultura WPM (descrito no topico 2.3) suplementado com 0,15 mg Lt de Plant
Preservative Mixture (PPM™), e acido indol-3-butirico (AIB) de acordo com o protocolo de
Maravilha et al. (2023) com adaptaces: TO (tratamento controle, sem regulador de
crescimento), T1(0,1 mg L), T2 (0,2 mg L), T3 (0,3 mg L™?), T4 (0,4 mg L?).

2.4.1.3 Inducéo de brotacées com BAP e Melatonina em segmentos nodais

Apos assepsia, segmentos nodais de V. americana foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 20 mL de meio WPM (descrito no tdpico 2.3) suplementado com 0,15 mg L™ de
PPM®, e com diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e melanonina,
compondo cinco tratamentos: TO (testemunha); T1 (0,025 mg L™) e T2 (0,05 mg L) de BAP;
T3 (0,025 mg L™Y) e T4 (0,05 mg L) de Melatonina.

A versdo do artigo em inglés foi submetido na revista “Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC)” -
https://link.springer.com/journal/11240



66

Os tratamentos T1 e T2 que continham BAP foram autoclavados (como descrito no
topico 2.3), ja nos tratamentos T3 e T4, a melatonina foi adicionada ap6s a autoclavagem do

meio.

2.4.1.3.1 Condigdes de incubacéo e delineamento experimental (Experimento 1)

Apos inoculagdo, o material foi acondicionado em sala de crescimento, mantidos por 7
dias em escuro, e logo apos, transferidos para combinacdo de luz de LED azul e vermelho
(irradiancia de 33 umol m™ s?) e fotoperiodo de 16h e temperatura 25 + 2 por 35 dias. A cada
5 dias, foram avaliados os parametros: de oxidagdo, de contaminacdo e de sobrevivéncia dos
explantes e de regeneracao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 5 tratamentos,

com 10 tubos de ensaio, cada tubo com um segmento.

2.4.2 Experimento 2
2.4.2.1 Assepsia de explantes foliares

Apbs pré-assepsia, em camara de fluxo laminar, os segmentos foliares passaram por
assepsia em alcool 70% por um minuto, seguido de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% de
cloro ativo durante 10 minutos (em constante agitacdo), seguido de triplice lavagem em agua
destilada autoclavada (SILVA et al., 2021). Posteriormente foram imersos em solucéo de acido
ascorbico a 10 mg L™ onde permaneceram por 20 minutos em agitacdo, para evitar a oxidacao
dos explantes (MORANDI, 2020).

Segmentos foliares com 2cm?2 foram inoculados em frascos de vidro com 30 mL de meio
WPM (descrito no tpico 2.3), composto por 5 tratamentos para investigar o efeito do PPM®
no estabelecimento in vitro: TO (tratamento controle, sem PPM®), T1 (0,5 mlI L), T2 (1 mlI L-
B, T3(@5mILYeT4(2,0mILY.

O material foi incubado em 25°C e mantidos no escuro por 30 dias. As avaliagdes foram
realizadas a cada cinco dias para avaliar os seguintes parametros: porcentagens de oxidacéo, de
contaminacdo e de sobrevivéncia dos explantes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 28 frascos por

tratamento, cada um contendo trés explantes, totalizando 84 explantes por tratamento.
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2.4.2.2 Inducéo de calogénese

Os explantes sobreviventes e livres de contaminacéo foram transferidos para novo meio
de WPM (descrito no tépico 2.3), suplementado com 1,5 ml L de PPM™, &cido
diclorofenoxiacético (2,4-D) e Picloram em diferentes concentracdes de acordo com o descrito
em Chaudary e Prakash (2019) (Tabela 01).

Regulador Concentracéo Tratamento
- 0 TO
2,4D 0,4mg L* T1
2,4D 0,6mg L* T2
2.4D 0,7mg L+ T3
Picloram 0,4mg L* T4
Picloram 0,6mg L* T5
Picloram 0,7mg L* T6
2,4D + Picloram 0,4mg L*+0,1mg L™ T7
2,4D + Picloram 0,4mgL?* +0,2mg L™ T8
2,4D + Picloram 0,4mg L1+ 0,3mg L* T9
Picloram + 24D 0,4mg L1+ 0,1mg L* T10
Picloram + 24D 0,4mgL* +0,2mg L™ T11
Picloram + 24D 0,4mg L*+0,3mg L T12

O material foi incubado em sala de crescimento com temperatura de 25°C + 2 no escuro,
as avaliacbes ocorreram a cada 15 dias e foram analisados os seguintes parametros: % de
contaminacéo, % de oxidacao, e % de inducdo de calos na cobertura foliar. Para a avaliacdo de
% de inducdo de calos na cobertura foliar, foram atribuidas notas de 0 a 5 como descrito na
Tabela 02.

Tabela 02: Notas atribuidas a cobertura da area foliar pela massa calogénica.
Notas dos calos Porcentagem de cobertura em
area foliar (%)
0

15
30
50
70

A W NN B O
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5 100

Os calos obtidos foram mantidos neste meio e condic¢des descritas anteriormente por 65
dias, em seguida foram transferidos para o experimento de diferenciacéo.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 13

tratamentos, com 10 frascos e trés explantes por frascos.

2.4.2.3 Diferenciagdo

Para a diferenciacdo dos calos obtidos (topico 2.4.2.2 Inducdo de calogénese) utilizou-
se 0 meio WPM (descrito no topico 2.3), suplementado com cinco concentraces de BAP: TO
(sem regulador), T1 (0,05 mg L), T2 (0,1 mg L™?), T3 (0,15mg L) e T6 (0,2 mg L™1).

Apos inoculacdo, o material foi incubado em sala de crescimento com irradiancia de 33
pmol m? s (combinagdo de luz de LED azul e vermelho), fotoperiodo de 16h, e temperatura
25 £ 2 por 35 dias. A cada cinco dias, foram avaliados os parametros: formacéo de brotos, de
folhas e coloragéo dos calos. Passados 30 dias, 0 material vegetal foi transferido para novo meio
de cultivo WPM (descrito no tépico 2.3) suplementado com 0,15 mg L™ BAP.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 30 calos por

tratamento, totalizando 150 calos no experimento.

2.4.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As analises do MEV foram conduzidas no Laboratorio de Microscopia Eletronica
(LME), do Museu Paraense Emilio Goeldi.

As amostras de calos produzidos durante a fase de inducéo (topico 2.4.2.2 Inducdo de
calogénese) foram fixadas em solucdo de FAA 70% (formaldeido, acido acético e alcool etilico)
por 24 horas. Apo6s a fixacdo, as amostras foram mantidas em alcool 70% até o processo de
desidratacdo e analise no MEV.

Para a desidratacdo, as amostras passaram por uma série de solugdes alcodlicas (70, 80,
90%) e duas baterias em alcool 100%. Ap0s a desidratacdo, as amostras foram submetidas a
secagem em ponto critico com CO; (K850, Quorum®), e fixadas em "stubs" com fita adesiva
de carbono dupla face e submetidas a metalizacdo com ouro (Desk V, Denton Vacuum™). As
micrografias foram realizadas utilizando um microscopio eletrénico de varredura (Miras-
Tescan®, 5kv), e todas as imagens foram processadas digitalmente no software Imagel
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).
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2.4.3 Experimento 3
2.4.3.1 Estabelecimento embrides

Apos o processo de pré-assepsia, as sementes de V. americana foram levados para

camara de fluxo ldminar onde passaram por gquatro tratamentos de assepsia (Tabela 03).

Tratamentos Tipos de assepsia

TO Assepsia da semente- imersdo das sementes em alcool 70%

por 1 minuto e hipoclorito de sédio comercial a 2,5% de cloro ativo
por 30 minutos.

T1 Assepsia da semente e do embrido - Apés a assepsia da

semente os embribes foram retirados e imersos em alcool 70% por
1 minuto, seguido de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% cloro
ativo por 5 minutos.
T2 Assepsia da semente e do embriéo - os embrides foram
retirados e imersos em alcool 70% por 1 minuto, seguido de

hipoclorito de sédio comercial a 2,5% cloro ativo por 10 minutos.

T3 Assepsia da semente e embrido — os embrides foram
retirados e imersos em alcool 70% por 1 minuto, seguido de

hipoclorito de sédio comercial a 2,5% cloro ativo por 15 minutos.

Todos os tratamentos foram inoculados em meio de cultivo WPM (descrito no tépico
2.3), incubados em temperatura de 25 + 2 e mantidos em escuro por 30 dias. Apds 30 dias,
foram avaliados os seguintes parametros: % de oxidagdo, % de contaminacdo e % de
germinacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por 4 tratamentos,

com 20 explantes por tratamento.
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4. Analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em delineamento experimental inteiramente
casualizado. Para os experimentos 1, 2 e 3 foram analisadas a % de contaminacéo e de oxidacao,
mensurados por dados de auséncia e presenca, onde os explantes contaminados, oxidados ou
com calos foram designados com o valor 1, enquanto aqueles livres de contaminagdo foram
representados pelo valor 0.

A homogeneidade dos dados foi avaliada por meio do teste estatistico de Levene (P>0,05),
e a normalidade foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk (P>0,05). Para compreender
o efeito interativo dos preditores nas variaveis dependentes os dados foram submetidos a um
modelo linear (GLM), com distribui¢do binomial, posteriormente as multiplas comparac@es das
médias entre os tratamentos foram realizadas pelo teste a posteriori Duncan a 5% de
probabilidade (AFRASIAB; RASHID; AKRAM, 2017).

As notas dos calos e a porcentagem de germinacdo foram analisadas pelo teste néo
paramétrico Kruskall-wallis com o teste a posteriori de Duncan 5% de probabilidade (SILVA
etal., 2022).

Todas as analises foram realizadas utilizando o software RStudio (versdo 02.3-492 para
Windows™, Microsoft Corporation — EUA). Com adicdo dos pacotes Mass, Stats, Agricolae,
Multcomp e GGplot2 (R Core Team 2024).

3. RESULTADOS

3.1 Experimento 1
3.1.1 Estabelecimento de segmentos nodais e apicais

Para segmentos apicais e nodais de V. americana, a assepsia empregada no experimento
(desinfestacdo composto por imersdo em alcool 70% por 1 minuto e em 2,5% de cloro ativo
por 20 minutos) ndo foi eficiente para o estabelecimento da cultura in vitro, resultando em uma
alta em porcentagem de contaminacéo por bactérias (Figura 01c e 01d) e fungos (Figura 01b e
0le). Aos 5 e 10 dias, para todos os tratamentos independente do regulador e da concentracéo,
foi registrado contaminacao.

Com 30 dias, todos os explantes apresentaram contaminagdo por micro-organismos
(bactérias e fungos) e ndo houve inducdo de brotacdes, esses resultados reforcam que, para
explantes nodais de V. americana, a assepsia utilizada, ndo foi eficiente e prejudicou a
regeneracdo dos segmentos.
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Em relagdo a oxidagdo, os explantes ndo apresentaram sinais de oxidacdo, o que indica

que o banho em &cido ascoérbico e PVP foi eficiente para impedir a acdo da oxidagdo fenolica.

Figura 01: Explantes nodais e apicaisde Vouacapoua americana Aubl. As escalas representa o tamanho dos
segmentos. a) Segmento apical no dia da instalacdo do experimento. b) Segmento nodal contaminado por fungo.
c) Segmento apical contaminado por bactéria. d) Segmento nodal contaminado por fungo. €) Segmento nodal
contaminado por fungos com 30 dias de experimento, indicando a inviabilidade dos explantes.

3.1.2 Inducéo de brotagdes e enraizamento

Devido ao insucesso no estabelecimento in vitro dos segmentos apicais e nodais (item
3.1.1 Estabelecimento de segmentos nodais e apicais), ocasionado pelo alto nivel de
contaminacdo dos explantes, ndo foi possivel dar continuidade aos experimentos de brotacfes

e enraizamento.
3.2 Experimento 2

3.2.1 Estabelecimento em Explantes Foliares

Para os explantes foliares, o uso de diferentes concentragdes de PPM™ - TO (tratamento
controle, sem PPM™), T1 (0,5 mg L), T2(A mgL™?), T3(1,5mgLY)eT4 (20mgL?) -
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foram significativos (P<0,05) e eficientes ao combate de micro-organismos (Figura 02), sendo
os tratamentos suplementados com PPM® superiores ao controle TO (assepsia em &lcool 70%
(v/v) por 1 minuto, seguido de hipoclorito de sédio comercial a 2,5% de cloro ativo durante 10
minutos). Os tratamentos T2 (1 mg L) e T4 (2,0 mg L) também apresentaram contaminacdes
por micro-organismos; entretanto, o tratamento T3 (1,5mg L™?) foi o mais eficiente, pois
impediu a proliferacdo total dos agentes contaminantes (Figura 02) mesmo ap6s um periodo de
30 dias. O tipo de contaminacao encontrada nos explantes encontram-se ilustrados na figura
03.

Taxa de Contaminacgao por Tratamento
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Figura 02: Taxa de contaminacdo acumulada (30 dias) dos explantes foliares de Vouacapoua americana Aubl.
submetidos a diferentes concentragdes de PPM. Demonstrando a diferenca significativa entre os tratamentos,
apresentada pela analise GLM Binomial e com teste a posteriori de Duncan com 5% de probabilidade.

Aos 15 dias foi registrada oxidacdo fendlica e na andlise estatistica observou-se
diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05), em torno de 0,25% para o tratamento TO
e 0,20% para 0 T1, os demais tratamentos apresentaram abaixo de 10% de oxidacdo fendlica

ao longo de todo o periodo de avaliacdo do experimento (30 dias) (Figura 03d e figura 04).
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Figura 03: Explantes foliares aos 30 dias de cultivo, submetidos a diferentes concentra¢des de PPM, e banhados
com Polivinilpirrolidona e acido ascorbico. a) Tratamento TO, com fungos, b) Tratamento T1, destaque para a
oxidacdo fendlica. ¢) Tratamento T3 sem registros de oxidacdo e contaminacdo, d) Tratamento T4, sem oxidacdo
e contaminacao.
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Taxa de Oxidacao por Tratamento
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Figura 04: Porcentagem de oxidacdo acumulada (30 dias) dos explantes foliares de Vouacapoua americana Aubl.
expostos ao PVP e acido ascorbico em diferentes concentragdes de PPM. Demonstrando a diferenca significativa
entre os tratamentos, apresentada pela analise GLM Binomial e com teste a posteriori de Duncan com 5% de
probabilidade.

3.2.2 Inducéo de calogénese

Os resultados, conforme apresentados na tabela 1, evidenciam que os tecidos foliares de
V. americana cultivados em meio WPM, suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D
ndo foram eficientes para a inducdo do processo de calogénese nos explantes (Tabela 02).
Entretanto todas as diferentes concentracGes de Picloram e suas combinagdes com 2,4-D,
induziram o processo de calogénese e apresentaram diferengas significativas (P<0,05) em
termos de inducdo de calos (Tabela 02). Os tratamentos em que havia a maior concentracéo de
Picloram foram os que apresentaram a maior taxa de calos, porém destacam-se as concentragoes
com 4,0 mg L de Picloram e a combinagdo 4,0 mg L™ + 3,0 mg L™ de 2,4-D que atingiram
100% de indugéo (Tabela 02).

Tabela 02: Percentual de inducdo de calos foliares de Vouacapoua americana Aubl. sob
diferentes tratamentos com os reguladores de crescimento 2,4-D e Picloram, e suas
combinac0es.
Reguladores de Concentracdo  Porcentagem de Porcentagem de
crescimento mg L* inducdo de calos area foliar com
(%) calos (%0)
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Controle 0,0 0° 09
0,4 0° 09
2,4-D 0,6 0° 09
0,7 0° 09
0,4 1002 1002
Picloram 0,6 66,66% 70%
0,7 76,66% 90°
0,42,4-D+0,1 50° 10f
Picloram
2,4-D + 0424-D+0,2 73,33% 50%
Picloram Picloram
0,42,4-D+0,3 76,66% 50¢
Picloram
0,4 Picloram + 56,66° 65°
0,12,4D
Picloram + 2,4- 0,4 Picloram + 76,50% 25
D 0,22,4D
0,4 Picloram + 1002 95°
0,32,4D

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, na coluna, nao diferem entre si estaticamente pelos testes GLM e
Kruskall-Wallis, e teste a posteriori de Duncan a 5% de probabilidade.

A propor¢do da area foliar coberta por calos variou de acordo com o tratamento,
resultando em calos que cobriam de 0% a 100% da superficie foliar, como ilustrado na Figura
05. Essas divergéncias na extensdo da cobertura foram estatisticamente significativas (P<0,05)
entre os diferentes tratamentos e o grupo controle. O tratamento controle e aqueles que
continham apenas o regulador de crescimento 2,4-D nédo apresentaram diferencas significativas
entre si, uma vez que ndo houve formagdo de calos em ambos os tratamentos (Tabela 02).
Contudo, os tratamentos com Picloram resultaram em uma varia¢ao na cobertura da area foliar
por calos entre 10% e 100%, sendo este Gltimo, observado nos tratamentos com 0,4mg L™ de
Picloram e a combinagio de 0,4mg L de Picloram com 0,3mg L™ de 2,4-D (Tabela 02). A
formacdo inicial dos calos foi observada aproximadamente 15 dias apds a inoculacéo,
iniciando-se no limbo foliar (Figura 05b). Em média, apds 56 dias, obteve-se a cobertura total

da area foliar pelos calos.
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Figura 05: Calos foliares de Vouacapoua americana Aubl. em resposta a diferentes tratamentos com os reguladores
de crescimento 2,4-D e Picloram, e suas combinagdes. a) Explante sem a presenca de calo b) 1% de cobertura
foliar, c) 10% de cobertura foliar, d) 25% de cobertura foliar, €) 50% de cobertura foliar, f) 65% de cobertura
foliar, g) 75% de cobertura foliar, h) 90% de cobertura foliar e i) 100% de cobertura foliar. Escala representa o
tamanho do explante.

3.2.3 Morfologia dos calos

Em relacdo a morfologia e a coloracdo dos calos obtidos nos explantes foliares,
independente das varia¢fes das concentra¢fes no meio de cultura, foi possivel identificar trés
tipos diferentes de calos. Os calos brancos e amarelados que apresentavam uma textura friavel,
(Figura 06a e b). Entretanto, os calos marrons amarelados ou escuro demonstraram uma textura
compacta (Figura 06c e d). Essas diferencas na coloracdo e morfologia dos calos foram
encontradas em todas as concentra¢des, porém os calos brancos e fridveis foram mais comuns
nas culturas com 0,4 mg L* de Picloram e na combinagéo de 0,4mg L™ de Picloram com 0,3

mg L de 2,4-D, conforme pode ser visualizado na figura 07.
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Calo branco friavel Calo branco amarelado Calo marrom amarclado Calo marrom compacto
fridvel claro compacto
(|

Figura 06: Tipos de calos induzidos em explantes foliares de Vouacapoua americana Aubl. sob diferentes
concentragdes e combinacdes de Picloram e 2,4-D. a) calo branco com textura friavel, b) calo branco passando
com tons amarelado e textura friavel, c) calo marrom com alguns tons de amarelo com textura compacta, d) calo
marrom escuro com textura compacta. Escala representa tamanho do explante.
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Figura 07: Calos de Vouacapoua americana submetidos a diferentes concentragdes de 2,4-D e Picloram e suas
combinag@es. a) Tratamento controle; b) 0,4 mg L™ 2,4-D; ¢) 0,6 mg L™ 2,4-D; d) 0,7mg L™ 2,4-D; e) 0,4 mg L
! Picloram; f) 0,6 mg L Picloram; g) 0,7mg L Picloram; h) 0,4mg L 2,4-D + 0,1 Picloram; i) 0,4mg L 2,4-
D + 2,0 Picloram; j) 0,4mg L 2,4-D + 0,3 Picloram; k) 0,4 mg L Picloram + 0,1 2,4-D; 1) 0,4 mg L* Picloram
+0,2mg L 2,4-D; m) 0,4mg L Picloram + 0,3 mg L 2,4-D.
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3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

As visualizagdes em microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciaram a
presenca de massas de células com formatos isodiamétricos e alongadas aos 75 dias de cultivo
(Figura 08a, b, c e d). As células isodiamétricas apareceram na concentracdo de 0,4 e 0,7 mg L
! de Picloram e na combinacéo de 0,4 mg L™ de 2,4-D e 0,1 mg L de Picloram (Figura 08a, b
e ¢). Tais caracteristicas também sdo encontradas em calos embriogénicos e foram observadas
nos calos de coloragdo branco e friavel. Nos demais tratamentos a maioria das células possuiam
formatos alongados (Figura 08d, e, f), sem nenhuma caracteristica de células embriogénicas,
estas células alongadas, foram encontradas em calos com coloracdo amarelada ou marrom

principalmente, mas também foram visualizadas em calos de coloracdo branca.

Figura 08: Eletromicrografia de varredura de células de calos de Vouacapoua americana submetidos a diferentes

SR i R SNESSFEP G N A :
concentragdes de 2,4-D e Picloram e suas‘cobinagﬁes. a) Tratamento 0,4 m L Picloram, b) ,7 mg L* Picloram,
¢) 0,4mg L*2,4-D + 0,1 mg L Picloram, d) 0,4 mg L™ 2,4-D + 0,2 Picloram, €) 0,4 mg L* 2,4-D + 0,3 Picloram,
f) 0,4 mg L! Picloram + 0,3 mg L* 2,4-D.

3.2.5 Diferenciacédo

Os calos transferidos para o regulador de crescimento BAP em diferentes concentracdes,

ndo responderam ao estimulo promovido pela citocinina e com isso ndo se obteve a inducdo de
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brotos o que significa que as concentragdes testadas foram insuficientes ou os calos ndo
apresentam essa capacidade morfogénica (Tabela 03). Porém os calos cultivamos na
concentragéo de 0,15 mg L™, apresentaram uma mudanca na coloragdo em torno de 35%. Os
calos que eram brancos ou marrons claros passaram a ser verdes como podem ser visualizados
na figura 09.

Tabela 03: Percentual de calos com brotacGes obtidos a partir de explantes foliares de
Vouacapoua americana sob diferentes concentracdes do regulador de crescimento 6-
benzilaminopurina (BAP).

BAP (mg L) Producéo de Mudanca

Brotagdes (%) na
coloragéo
(%)
0 0? 0?
0,05 0? 02
0,1 0? 0?
0,15 0 35°
0,2 0? 0?

Medias seguidas pela mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si estaticamente pelos testes GLM e
teste a posteriori de Duncan a 5% de probabilidade.
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Figura 09: Calos de Vouacapoua americana na concentragio de 0,15 mg L™ de BAP. As setas demonstram a
coloracdo verde e morfologia dos calos. a) Calo com aspecto friavel com coloragdo verde, b) alteracdo do calo
branco para verde. ¢) Calo compacto marrom com apenas algumas partes verde e com aspecto gelatinoso. d)
Mudanca na coloracéo do calo branco fridvel para verde. e) Calo marrom compacto com massas celulares densa e
verde. f) Calos marrons compacto com mudanca na coloracdo para verde.
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3.3 Experimento 3
3.3.1 Estabelecimento embrides

Os resultados do estabelecimento dos embribes evidenciaram que o tratamento que
consistia apenas na assepsia da semente foi o que mais apresentou a proliferacdo de agentes
contaminantes como fungos e bactérias, em torno de 95% e diferiu estatisticamente dos demais
(P<0,05). Entretanto também foi o que apresentou a maior taxa de germinacdo dos embrides
quando comparadas com os demais tratamentos, porém ndo houve diferenca significativa
(P>0,05). Os tratamentos em que os embrides foram submetidos a assepsia e ficou apenas cinco
minutos de imersdo em hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo), apresentaram 25% de
contaminacdo e 40% de germinacdo. Os demais tratamentos 10 e 15 minutos de imersdo
apresentaram 30 e 15% de contaminacg&o respectivamente e 45 e 15% de germinacéo.

Contudo o tratamento de 15 minutos de imerséo foi a que apresentou a menor taxa de
germinacdo e a maior de oxidacdo o que sugere que o tempo de exposi¢do no hipoclorito de
sodio a 2,5% de cloro ativo por 15 minutos interferiu na viabilidade do embrido.

A germinacgéo in vitro dos embrides levou, em meédia, 15 dias apos a inoculagdo, com o
primeiro sinal visivel ocorrendo aos sete dias, com a ocorréncia da abertura dos cotilédones em
que estavam inseridos. Posteriormente, o alongamento da raiz comegou. A regido apical iniciou
seu desenvolvimento em torno de nove dias. A emergéncia dos brotos foi observada apds 9 a
10 dias da inoculacéo e continuou durante o periodo de cultivo até a formacéo da plantula.

Tabela 04: Percentual de contaminagdo, oxidacdo e germinacdo de embrifes zigoticos de
Vouacapoua americana Aubl. sob diferentes protocolos de assepsia.
Tratamentos Contaminagdo Oxidagao Germinagao
(%) (%) (%)
TO Assepsia da 957 0? 60?
semente
T1 Assepsia da 25P 0? 407
semente e
embrido — 5
minutos
T2 Assepsia da 30° 5P 452
semente e
embrido — 10
minutos
T3 Assepsia da 15P 20P 15P
semente e
embrido — 15
minutos
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Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, ndo diferem entre si estaticamente pelos testes GLM e
teste a posteriori de Duncan a 5% de probabilidade. TO assepsia somente na semente, T1 - assepsia na semente e
no embrido com tempo de imersdao em hipoclorito de sédio 2,5% de cloro ativo por 5 minutos. T2 - assepsia na
semente e no embrido com tempo de imersdo em hipoclorito de sédio 2,5% de cloro ativo por 10 minutos. T3 -
assepsia na semente e no embrido com tempo de imersdo em hipoclorito de soédio 2,5% de cloro ativo por 15
minutos.

4. DISCUSSAO

A cultura de tecidos € uma técnica indispensavel na biotecnologia de plantas, que para
alcancar o sucesso do cultivo in vitro € necessario a determinacao de protocolos eficientes para
a desinfestacdo dos explantes (AHMADPOOR et al. 2022). Entretanto o estabelecimento eficaz
de espécies florestais e materiais vegetais advindos de ambientes naturais é critico devido a
dificuldade na manutencdo da cultura limpa, em decorréncia da contaminacdo enddgena e
exogena (SATO etal., 2001; LIU et al. 2023). De acordo com Oliveira, Ribeiro e Souza (2021)
0 ambiente do cultivo in vitro é favoravel ao desenvolvimento de micro-organismos,
principalmente fungos e bactérias, podendo levar os explantes a morte.

Além disso as elevadas taxas de contaminacdo estdo principalmente associadas as
origens dos materiais ou a exposi¢do dos tecidos a ambientes com alta temperatura e umidade,
essas condigdes podem favorecer o surgimento de patogenos e dificultar o processo de
desinfestacdo (MOLINARI et al., 2021). Abdalla et al., (2022), ressaltam que um agente
desinfetante é eficaz quando removem 0s micro-organismos sem propiciar danos ou morte aos
tecidos.

Dentre os agentes desinfetantes mais utilizados no estabelecimento de culturas in vitro,
o hipoclorito de s6dio (NaOCI) é comumente utilizado na assepsia de materiais vegetais, devido
ao seu baixo custo e alta disponibilidade. Porém, a eficdcia do NaOCI depende de fatores como
tempo de exposicédo, temperatura e concentracdo da solucgéo, ao qual o material foi submetido
(GOLLE etal., 2013, MELLO et al., 2020). Além disso, o ion de hipoclorito (OCI-) produzido
a partir de NaOCI é um forte agente oxidante e esses ions hipoclorito ao entrarem em contato
com a agua, se transformam em é&cido hipocloroso (HOCI), que é capaz de penetrar na
membrana e na parede celular das bactérias, ocasionando inativagdo enzimatica e degradacédo
de lipidios e acidos graxos; dai as suas propriedades biocidas (PAIS, et al., 2016; RAHAYU et
al., 2019). Contudo, o uso exacerbado de agentes esterilizantes como ativos cloro, podem
ocasionar a fitotoxicidade em plantas devido ao escurecimento dos tecidos e inibicdo do
crescimento in vitro (Salles et al. 2017).
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Outro agente eficaz na desinfestacdo de explantes para o cultivo in vitro é o Plant
Preservative Mixture (PPM®). Dos Santos et al. (2019), evidenciam que o PPM® age na
desativacao de enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia transportadora de elétrons penetrando na
parede celular de microrganismos atuando como um agente biocida de ampla utilizag&o. Sendo
indicado por inativar as células fungicas, prevenindo a germinacao das células de esporos (PCT,
2018).

Neste contexto, ao analisar a eficacia de assepsia em explantes de V. americana, se
notou a ineficiéncia no estabelecimento de segmentos nodais e apicais, uma vez que o protocolo
de assepsia testado apresentou alta taxa de contaminacgdo fingica e bacteriana, o que resultou
na morte dos explantes, impossibilitando o avanco dos experimentos de brotacdo e
enraizamento. Cavalcante et al., (2015) ao testarem o estabelecimento in vitro dos explantes
nodais de Crataeva tapia L., uma espécie florestal coletada em campo, observaram também
alta contaminagéo o que inviabilizou a continuagéo dos experimentos.

Esses resultados foram compartilhados também nos trabalhos de Plessis et al. (2021),
com Hibiscus coddii subsp. Barnardii, 0s segmentos nodais apresentaram alta contaminacao e
consequentemente uma baixa taxa de sobrevivéncia, ao testarem desinfestacdo com hipoclorito
de sddio. Em contrapartida Nissim, Fadrel e Labrecque (2024) ao testarem a eficiéncia do
hipoclorito de s6dio em segmentos apicais de Salix miyabeana (Seemen), obtiveram sucesso na
eliminacdo dos micro-organismos nas concentracdes de 2 e 3% de cloro ativo.

Quanto aos explantes foliares de V. americana, estes responderam positivamente ao
controle de contaminacdo, ao associar o0 processo de assepsia com a suplementacdo do meio de
cultura com 1,5 ml Lt PPM. Le&o et al. (2020) ao testar diferentes concentracdes de PPM no
estabelecimento in vitro de segmentos nodais de Guadua latifolia verificaram a eficacia
utilizando 2 ml L do biocida acrescidos ao meio de cultura, e Da Silva et al. (2021) testando
uso de PPM no controle de contaminagdo em explantes foliares de Hevea spp. observaram a
eficiéncia na concentragdo de 1 ml L™,

Quanto aos embrides de V. americana, foi observado alta taxa de contaminagéo (95%),
quando a assepsia foi aplicada apenas as sementes, e quando a assepsia foi realizada nas
sementes e nos embrides, houve uma diminuicdo na proliferacdo dos microrganismos a medida
que se aumentava o tempo de exposicao dos embribes ao hipoclorito de sddio. No entanto, a
taxa de oxidagéo foi menor (0%) e houve maiores taxas de germinagdo nos embrides (60%) do

tratamento em gue somente as sementes passaram por assepsia.
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Santos et al., 2022 ao testarem a assepsia em embrides de Ocotea odorifera (Vell.) com
hipoclorito de sédio notaram que 0 maior tempo de imersdo (10 minutos), foi o mais eficaz
contra 0s micro-organismos. Hoffmann et al., (2022) também encontraram uma baixa
contaminacdo ao testar a assepsia com imersdo dos embrides de Raulinoa echinata R. S.
Cowan, por 10 minutos e uma germinacgdo acima de 50%. Martendal et al., (2013) também
encontraram resultados semelhantes ao empregarem diferentes concentracdes e tempo de
exposicao de hipoclorito em embrides de Byrsonima cydoniifolia A. Juss., eles observaram, que
nos maiores tempos (30 minutos) de imersao a taxa de contaminagao eram mais baixas, porém
a germinacdo também foi baixa.

Além das contaminacGes por fungos e bactérias, a oxidacdo fendlica dos explantes
também é um fator limitante para o estabelecimento e sucesso da cultura in vitro, a oxidacao é
causada pela formacdo de compostos fendlicos (BASSAN, et al., 2006). Mezzalira e Kuhn
(2021) recomendam o uso de agentes antioxidantes como acido citrico ou ascérbico para evitar
a acdo dos agentes oxidantes. Os antioxidantes desempenham um papel fundamental na
neutralizacdo dos radicais livres, na ligacdo com ions metabdlicos ou na transformacédo de
perdxidos em produtos incapazes de gerar radicais livres com potencial oxidativo (SILVA et
al. 2022).

As oxidacOes fenolicas tambem foram presentes nos explantes de V. americana, nos
tratamentos submetidos as menores concentragfes de PPM e nos embrifes nos maiores tempos
de exposicdo ao hipoclorito de sodio. Resultados semelhantes foram encontrados na espécie
florestal Eugenia involucrata (DC)., quando tiveram seus tecidos em contato por tempos
maiores que 10 minutos com o hipoclorito de sédio, ocorreram a oxidacdo dos mesmos (Gole
et al., 2013). Ledo et al., (2019) também observaram a auséncia de oxidacdo dos explantes de
Miscanthus sinensis em tratamentos com 1 mL L™ de PPM™,

Outro fator importante para o estabelecimento de uma cultura sdo as escolhas dos
reguladores, 0 BAP é uma importante citocinina para inducéo de brotos, entretanto estudos tém
apontado o uso da melatonina como um importante modulador na produgdo de brotos
(ERLAND et al. 2015; ARNAO e RUIZ, 2019; NEAMAH et al. 2022) o que motivou a busca
desses resultados em V. americana.

Em relacdo a indugéo de calos as maiores taxas de cobertura de calos em V. americana
foram obtidas na presenca de Picloram ao meio de cultura sendo 4 mg L™ a mais responsiva
para calogénese, Rocha et al. (2024) em testes com reguladores de crescimento para indugao

de calos em folhas de Dipteryx odorata, concluiram que o Picloram foi o regulador mais
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eficiente, ambas espécies florestais pertencem a familia Leguminoseae. Ferreira et al. (2022)
ressaltam ao testarem a inducdo de calos em explantes foliares com Picloram e 2,4-D,
observaram que o Picloram apresentou as maiores taxas, assim como ocorreram nos calos
foliares em V. americana, entretanto Chaudhaury e Prakash, (2019), tiveram as maiores taxas
de indugdo em Carica papaya nas concentragdes com 2,4-D.

Jayhanti et al., (2015) ressaltam que os resultados de Elaeis guineensis (Jacg.)
submetidos ao Picloram foram semelhantes ao 2,4-D na indugéo de calos, porém na combinacgao
de 2,4-D + picloram observaram uma maior inducéo de calos. Estes resultados também foram
encontrados no presente trabalho, indicando que os tratamentos testados em segmentos foliares
de V. americana sdo eficazes para a inducdo de calos.

Os reguladores de crescimento do grupo das auxinas agem na inicializacdo de diviséo
celular e no controle do desenvolvimento e alongamento das células vegetais (Nogueira et al.
2007). A combinacdo de Picloram 1mg L™ com 4mg L de 2,4-D evidenciaram a inducéo de
calos embriogénicos e formacdo de plantulas em Carica papaya, nas concentracdes de 6,0 e
7,0mg L alguns calos também apresentaram caracteristicas embriogénicas (CHAUDHAURY
E PRAKASH, 2019). Em V. americana nas concentracdes de 0,4 e 0,7mg L? os calos
submetidos a essas concentracBes apresentaram células potencialmente embriogénicas, como
foram observadas em MEV células com formatos isodiamétricos, caracteristica celular vista
também em células embriogénicas de murici pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss,) e no
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) (Nogueira et al. 2007, Gomes et al, 2024).

Os calos sdo considerados embriogénicos quando exibem caracteristicas anatdmicas
similares as células meristematicas, como citoplasma denso, paredes celulares delgadas, nicleo
central grande e nucléolos mais proeminentes, vacuolos pequenos e fragmentados e
principalmente quando apresentam formato celular isodiamétrico (Santana et al. 2023). Calos
que apresentam células alongadas e com grandes espacos intercelulares, nlcleos pouco visiveis
e vacuolos bem desenvolvidos, geralmente sdo classificados como ndo embriogénicos
(BARTOS et al., 2018).

A coloracéo dos calos também é importante para identificacdo do tipo de calo, Silva et
al. (2018), ressaltam que calos com caracteristicas transltcidas, brancas ou amareladas dos
calos geralmente sdo friaveis que possuem o potencial para gerar embrides somaticos. Maurin,
Fitch e Paul (1990) ressaltam que calos verdes séo importantes para regeneragdo longas, em
testes com cana de agucar os calos de coloracdo verde, mantiveram a capacidade de regeneragdo

por mais de quatro anos.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo com V. americana destacam a importancia de otimizar
protocolos especificos para assepsia de acordo com o tipo de explante, considerando as
condi¢cdes ambientais e as caracteristicas intrinsecas dos tecidos vegetais.

Em conclusdo, apresentamos protocolos abrangentes e eficientes para indugdo de calos
in vitro a partir de explantes foliares oriundos de viveiro com o uso do regulador Picloram.
Estes protocolos abrem caminhos para pesquisas futuras com a espécie e determinam outras

vias de conservacdo para V. americana.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

V. americana demonstrou ser uma espécie sazonal uma vez que a atividade das suas
fenofases ocorreram apenas uma vez ao ano e foi marcada pelas variaveis ambientais, suas fases
reprodutivas foram correlacionadas com o periodo chuvoso e as foliares com o seco.

A micropropagacdo de V. americana demonstrou que a assepsia é¢ fundamental para o
estabelecimento das culturas, os segmentos apicais e nodais apresentaram alta contaminacéo e
inviabilizando os demais passos, entretanto foi possivel estabelecer os segmentos foliares e 0s
embrides.

A inducdo de calos in vitro a partir de explantes foliares oriundos de viveiro com o
regulador Picloram e combinacdo com 2,4-D evidenciaram celulas com caracteristicas
embriogénicas. Estes protocolos abrem caminhos para pesquisas futuras com a espécie e
determinam outras vias de conservacgdo para V. americana.

O presente estudo evidencia a importancia da fenologia e propagacdo in vitro para a
conservacao de V. americana, uma espécie criticamente ameacada, auxiliando na compreenséo
do seu comportamento ecol6gico e em estratégias de manutencdo e conservacao ex situ da
espécie, juntas essas abordagens sdo essenciais para reverter o quadro de conservacao a qual a

espécie se encontra.
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