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RESUMO

Handroanthus impetiginosus, popularmente conhecido como ipé roxo, é uma espécie lenhosa
com elevado potencial farmacoldgico, madeireiro e ornamental; contudo, apresenta limitacGes
quanto a sua propagacdo. As técnicas de cultivo in vitro como a germinagdo, multiplicacéo,
enraizamento e o uso de CO. podem ser excelentes alternativas para a propagacdo dessa
especie. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo realizar o estabelecimento,
multiplicacdo e enraizamento in vitro da espécie, bem como analisar o impacto da sacarose e
do enriquecimento de CO- no desenvolvimento e anatomia do ipé roxo. O capitulo | conta com
o referencial tedrico abordando os principais topicos da espécie no cultivo in vitro. No capitulo
Il foi realizado a germinacdo de sementes, multiplicacdo (a partir de segmentos de caule) e
enraizamento (a partir de brotos) in vitro do ipé roxo. As sementes foram previamente
desinfestadas e inoculadas em meio de cultura %2 MS sem reguladores de crescimento. Para a
multiplicacdo dos segmentos de caule, utilizou-se meio WPM com citocininas m-TP e BAP (0,
2,5, 5 uM) e para o enraizamento utilizou-se meio WPM com auxinas ANA e AIB (0, 3 e 6
uM). Apos 45 dias de cultivo observou-se que a m-TP 5 uM se sobressaiu como citocinina
principal para a multiplicacdo do ipé roxo e o AIB em concentracdes moderadas como indutor
radicular em protocolos de micropropagacao do ipé roxo. No capitulo 11, os segmentos de caule
provindos da multiplicag&o, inoculados em meio WPM, suplementados com sacarose (0, 10, 20
g L) e m-TP 5 uM, foram acondicionados em duas camaras climaticas com concentrago
ambiente de CO2 (420 + 30 umol mol™?) e com concentragdo elevada de CO; (800 + 30 umol
mol™). Ap6s 35 dias de cultivo observou-se que 10 g L™ de sacarose + 800 pumol mol™ de CO;
maximiza o crescimento e a eficiéncia fotossintética durante o cultivo in vitro de ipé roxo,
especialmente em fases de transicdo para a autotrofia, e 20 g L™ de sacarose + 800 umol mol*
de COz influenciou na anatomia da espécie. Este estudo apresentou resultados interessantes que
possibilitam o estabelecimento de protocolo, de multiplicacdo e enraizamento do ipé roxo, o0s
quais podem servir como subsidios para propagacdo em escala de plantas. Os resultados
encontrados apontam ainda a possibilidade de que H. impetiginosus apresente certa plasticidade
fisioldgica e anatémica diante de ambientes com alta concentracdo de CO2, como 0s previstos
em cenarios de mudancas climaticas, sugerindo um potencial adaptativo da espécie.

Palavras-chave: micropropagacdo, multiplicacdo, enraizamento, CO. elevado, espécie
lenhosa.



CAPITULO I
Estabelecimento in vitro, uso de reguladores de crescimento e o impacto do enriquecimento

de CO2 no desenvolvimento e anatomia de Handroanthus impetiginosus: reviséo



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Descrigdo da espécie

Espécies do género Handroanthus, da familia Bignoniacea, tém se destacado
pela alta qualidade da sua madeira, com excelentes propriedades fisico-quimicas (Silva-
Junior et al., 2018) e valor ornamental (Grose; Olmstead, 2007); além disso, em sua
maioria biossintetizam lapachol, uma naftoquinona com amplo potencial biol6gico com
acao anticancer, antimicrobiana, antibacteriana e tripanocida (Lira et al., 2022). Dentre as
espécies do género se destaca o ipé-roxo, Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.)
Mattos, nativa da Mata Atléntica e conhecida popularmente como pau-d’arco-roxo e ipé-
roxo-da-mata (Martins et al., 2011; Silva et al., 2015).

O ipé roxo esta presente em quase todos os dominios fitogeograficos brasileiros
(Freitas et al., 2008; Lohmann, 2020), e nas regides Nordeste e Sudeste pode ser
encontrado em areas de vegetacdo nativa (Lohmann, 2014). Em alguns estados brasileiros
a espécie ocorre naturalmente, como no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, além do sul e oeste baianos (Marto et
al., 2005).

No grupo sucessional o ipé roxo é considerado como uma espécie “intermediaria
de crescimento lento” (Durigan; Nogueira, 1990), mas em relacdo a outras espécies
arboreas nativas, pode ser considerada como espécie de crescimento “parcialmente
rapido” (Longhi, 1995). A espécie se desenvolve bem a pleno sol, mas suporta
sombreamento moderado em seu estagio jovem, classificada como heli6fila (Saloméo;
Camillo, 2016); é tolerante a solos pobres e periodos de seca (Ferreira et al., 2020) e
ainda, cresce em capoeiras e capoeirdes, e em areas perturbadas apresenta comportamento
pioneiro.

A planta adulta do ipé roxo atinge de 8 al2 metros de altura (Lorenzi, 1992),
mas em florestas pode atingir até 30 metros, com didmetro do tronco que varia entre 60 e
100 cm (Marto et al., 2005). O caule tem 40 mm de espessura (Carvalho, 2003), ¢é de
coloracdo escura pardo-cinzenta e a casca apresenta liquens. A sua madeira é resistente
ao ataque de alguns insetos xil6fagos, como cupins, besouros e vespas (Costa et al., 2024).
A especie € ainda utilizada tanto na construcdo civil, naval, hidraulica e rural, como em
construgéo de instrumentos musicais e marcenaria (Ipef, 2010).

As folhas do ipé roxo medem de 3 a 10 cm de comprimento e de 2 a 6 cm de

largura, sdo compostas, digitadas e opostas, com 5 foliolos desuniformes, obovados,
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serreados, glabros, cuja face superior é de cor verde-escura e a face inferior é verde-clara
(Salomé&o; Camillo, 2016), com presencga de tricomas (Lozano; Zapater, 2008). Suas
flores, apresentam de 5 a 8 cm de comprimento, sdo reunidas em tirso curto multifloral,
terminal, em grupos de trés, com corola réseo-violacea (Carvalho, 2003). Seu fruto € de
coloracdo bege, em forma de capsula linear, deiscente, variando de 25 a 30 cm de
comprimento e de 1,5 cm de largura (Carvalho, 2003). As sementes sdo pequenas, do tipo
aladas nas duas extremidades, de cor marrom-clara transparente e membranaceas (Costa
etal., 2024).

A floracdo dessa espécie ocorre entre 0s meses de julho e setembro, e chega a
perder todas as suas folhas (Lorenzi, 2002), enquanto a maturacao de seu fruto se da em
outubro, e cada um pode conter até 192 sementes (Carvalho, 2003). A mudanca de
coloracdo dos frutos é um dos indicativos de sua maturidade, pois frutos maduros
apresentam coloracdo verde com pontos arroxeados, e as sementes passam de verde a
verde-amarelo-amarronzado (Gemaque et al., 2002). A dispersdo das sementes acontece
por meio do vento, possui fecundagcdo cruzada e autoincompatibilidade (Bittencourt
Junior, 2017). Os principais polinizadores da espécie sdo as abelhas, entretanto,
morcegos, mariposas, beija-flores, papagaios e bugios também séo atraidos pela sua flor
(Saloméo; Camillo, 2016). Ademais, a arvore é paisagistica e pode ser utilizada para
restauracdo de areas degradadas e na silvicultura urbana (Chaves et al., 2018 Maia-Silva
etal., 2012).

1.2  Importancia econdmica da espécie

Handroanthus impetiginosus apresenta enorme potencial de utilizacdo em
diversos segmentos, que abrange o reflorestamento de areas degradadas, fonte alimentar
da fauna, uso apicola (Salomao; Camilo, 2016), fins medicinais (Silva et al., 2012; Silva-
Junior et al., 2018; Morais et al., 2020), paisagistico e ornamental (Pacheco; Silva, 2019),
producdo de moveis e construcao civil e naval (Saueressig et al., 2014; Ribeiro; Coelho,
2021).

O uso dessa arbdrea em projetos de reflorestamento e paisagistico (Yarte et al.,
2022) traz beneficios ndo apenas ecoldgicos, mas também econémicos, uma vez que
produz madeira nobre e gera novos mercados para a exploracéo sustentavel de recursos

florestais na industria madeireira (Fonseca Filho et al., 2017; Silva-Junior et al., 2018). O
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ipé roxo se destaca significativamente no ramo madeireiro, e chega a ser considerada
como boa substituta de espécies como 0 mogno e o cedro (Almeida et al., 2010).

O Brasil € um grande produtor e exportador de madeira de ipé, e dentre os paises
gue mais importam a madeira estdo a uniao Europeia, os Estados Unidos e a China. Como
exemplo, no periodo de 2008 a 2017, os EUA importaram cerca de 276 mil m® de ipé
serrado e, desse total, o Brasil foi responsavel por 93% da sua producéo (InfoAmazonia,
2022). Entre os anos de 2017 e 2021 foram exportados da Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru
mais de 525 milhGes de kg de produtos de madeira de ipé, equivalentes a 469.613 m3,
deste, 96% do comércio foi do Brasil (Forest Trends, 2022).

Na Amazonia, dentre as espécies madeireiras mais exploradas, o ipé ocupou a
décima posicdo em 2019, com 500 mil m® explorados, sendo 80% desse volume nos
estados de Mato Grosso e Para, para producdo de madeira em tora (Lentini et al., 2021).
O ipé movimenta mais de R$ 70 milhdes por ano, e ficou em primeiro lugar no ranking
da economia de estados como Mato Grosso, Acre e Rondonia (Embrapa, 2022).

No Brasil, o Pard é o principal produtor e exportador de madeira nativa,
exportando 212 mil m® do produto para os EUA e Unido Europeia em 2021, o que gerou
cerca de 200 milhGes de dolares para o estado. Desse volume exportado, o ipé representa
4%, sendo que 0 m®de sua madeira serrada chega a custar entre 15 e 17 mil reais (Aimex,
2022).

Embora o ipé seja um “carro chefe” da economia madeireira, a sua colheita ilegal
leva a diminuicdo da populacdo da espécie na Amazonia e, além disso, abre caminho para
a exploracdo adicional de espécies de menor valor, o que resulta em degradacao florestal
e desmatamento (Potapov et al., 2017).

Além do uso madeireiro, o ipé-roxo é utilizado em aplica¢bes farmacologicas
(Ahmad et al., 2020; Campos; Albuquerque, 2021; Ryan et al., 2021; Silva et al., 2021)
para combater febre, disturbios circulatorios, infeccdes e problemas gastrointestinais
(PIRES et al., 2015). A sua casca tem poder analgésico, anti-inflamatério (Son et al.,
2006; Kung et al., 2008), antioxidante (Santos et al., 2024), antibacteriano (Park et al.,
2005), antifungico e antiviral (Tandon et al., 2004) e anticancerigeno (Valle et al., 2023).

1.3 Propagacédo do Handroanthus impetiginosus

A propagacédo do Handroanthus impetiginosuspode ser sexuada (Martins et al.,

2011; Lima et al., 2014), cuja emergéncia das plantulas se da por volta de 15 dias ap6s o
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semeio, e assexuada atraves de mini estacas (Oliveira et al., 2016) e enxertia (Simdes et
al., 2021). As sementes devem ser colhidas assim que inicia a deiscéncia dos frutos, sendo
a sua disperséo pelo vento, de forma espontanea (Gemaque et al., 2002). O processo de
coleta pode ser dificultado devido a estrutura alada das sementes (Felix et al., 2018).

A depender da finalidade para a qual o ipé sera usado, como por exemplo na
cadeia madeireira, a via de propagacdo por sementes ndo é a mais adequada, devido a
heterozigosidade que resulta na desuniformidade dos plantios. Os individuos gerados por
propagacdo sexuada sdo desuniformes, com grande variabilidade genética, o que reflete
na produtividade da espécie (Mori et al., 2011).

Para superar os desafios da variabilidade genética em plantas de propagacdo
sexuada, a propagacdo assexuada por mini estaquia e enxertia torna-se interessante do
ponto de vista comercial, pois garante uma maior uniformidade, pode levar a espécie a
resisténcia de pragas e doencas, a adaptacdo a diferentes tipos de solos (Simdes et al.,
2021), ao rejuvenescimento da espécie em fase adulta (Wendling et al., 2001), ao
florescimento precoce, e ao enraizamento em curto prazo (Wendling et al., 2005). Apesar
disso, 0 enraizamento das estacas pode ser afetado por fatores internos, a exemplo 0s
reguladores de crescimento presentes na estaca, principalmente auxinas, que podem
promover ou inibir a formagdo de raizes (Hartmann et al., 2002). Os fatores abioticos
também podem interferir no enraizamento das estacas dentre eles: umidade, substrato,
temperatura, luz e fitohormonios exdgenos (Paiva; Gomes, 2005). Ademais, quanto ao
crescimento radicular, este depende das condi¢cBes ambientais, se estas sdo favoraveis ou
n&o.

Dentre as estratégias de propagacao assexuada, técnicas de cultura de tecidos
como a micropropagacdo € uma alternativa que apresenta relevante destaque para
espécies florestais nativas ou até mesmo ja domesticadas, pois possibilita a multiplicacdo
da planta em qualquer época do ano em periodos de tempo menores (De Oliveira et al.,
2013), e pode ainda gerar individuos uniformes, com elevado potencial produtivo e

caracteristicas desejaveis.

1.4 Cultivo in vitro de Handroanthus impetiginosus

A cultura de tecidos consiste na simulagdo de um ambiente com um microclima
adequado para a germinacdo e desenvolvimento da planta, o qual fornece nutrientes

essenciais para o vegetal sob condicdes assépticas. Na cultura de tecidos, partes da planta
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(célula, tecido ou 06rgao), com capacidade totipotente para regeneracdo de um novo
individuo sdo isoladas como material inicial (Torres et al., 1998).

As pesquisas sobre o estabelecimento de protocolos para o cultivo in vitro de
espécies arboreas tém sido realizadas a fim de enriquecer e fortalecer programas de
conservacao e melhoramento florestal, bem como formacéo de jardins clonais. Segundo
Pereira et al. (2015), o sucesso de um protocolo depende de todas as fases, a comecar pelo
estabelecimento in vitro, seguido da multiplicacdo, alongamento (em alguns casos),
enraizamento e aclimatacao.

Os protocolos de germinacdo e propagacao in vitro de varias espécies da familia
Bignoniacea tém sido reportados na literatura, como o trabalho de Dousseauet et al.
(2008), onde os autores propagaram embrifes in vitro de Tabebuia serratifolia (\Vahl)
Nich utilizando meio MS completo) (Murashige; Skoog, 1962), sem reguladores, a fim
de comparar as diferencas anatbmicas da espécie cultivada in vitro, in vivo e ex vitro. Na
micropropagacdo de ipé rosa (Tabebuia rosea Bertol DC) (Suarez et al., 2006), foram
utilizadas diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio (NaOCI) e combinagfes de
tempo de exposicdo, para determinar as melhores condi¢es de multiplicacdo da espécie
e gerar clones superiores. Outros trabalhos buscaram avaliar a anatomia do tecido foliar
in vitro de Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand. (Caravita-Abbade et al., 2009), e a
multiplicacdo in vitro de ipé-amarelo (Handroanthus chrysotrichus) (Pereira; Navroski;
Reininger, 2015) e ipé-roxo (Bassegio et al., 2017) em meios de cultura sob diferentes
concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina).

A germinacdo in vitro de sementes de ipé € uma das técnicas da cultura de tecidos
de importante destaque, que conta com uma fase de desinfestacdo sob condic¢des
assépticas em camaras de fluxo laminar. Nessa técnica, o0 NaOCI é a principal solucéo
desinfetante, e sua concentracdo vai depender da espécie trabalhada, e pode variar de 1 a
2,5%. O seu uso pode ser comprovado em sementes de canjarana (Cabralea canjerana)
(Rocha, 2005), caléndula (Calendula officinales) (BevilacquA et al., 2011) e oliveira
(Olea europaea L.) cv. “Koroneiki” (Oliveira et al., 2021).

Outra etapa crucial na cultura de tecidos é a determinagdo do meio basal, que
para o ipé a maioria dos trabalhos utilizam ou indicam o meio basal MS, bem como WPM
(Woody Plant Médium), sendo esse ultimo € o mais indicado para espécies lenhosas
(Lloyd; Mccown, 1981). O meio WPM com a concentracdo dos sais completa ou reduzida
a metade (2WPM), ou na quarta parte (*aWPM), foi eficaz no estabelecimento in vitro

de H. chrysotrichu (Pereira et al. 2018). Bassegio et al. (2017), reportaram que 0s meios
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MS e WPM apresentaram resultados semelhantes para a germinacéo de sementes de H.
iImpetiginosus.

As sementes de H. impetiginosus exsudam compostos fendlicos durante o
processo de germinacao ex vitro, para proteger ao embrido zigotico de diferentes tipos de
estresse que possam comprometer a formacéo da planta. Ndo obstante, esses compostos
fendlicos levam a oxidacgdo e posterior senescéncia do embrido durante a germinagéo in
vitro, portanto, faz-se necessario o uso de substancias antioxidantes no meio (Cangado et
al., 2012), como o acido ascoérbico e carvéo ativado (Oliveira et al., 2013; Welz et al.,
2020). Além disso, a ala membranacea da semente pode conter inibidores que reduzem a
taxa de germinacdo de diversas espécies de Handroanthus (Apostolo et al., 2016);
contudo, retirar essa estrutura antes da desinfestacdo e posterior inoculagdo in vitro
incrementa a taxa de germinacdo destas espécies (Duarte et al., 2014; Apostolo et al.,
2016).

1.5  Cultivo fotomixotrofico e uso de membranas porosas no sistema de vedacao
in vitro

No cultivo in vitro convencional os frascos ficam vedados e os explantes
crescem em meio nutritivo liquido ou solidificado com agentes gelificantes como &gar,
fitagel ou agarose (Jesus et al., 2011; Ribeiro et al., 2022). Os frascos e tampas utilizados
nesse sistema restringem as trocas gasosas, mantém alta umidade relativa e baixa
concentracdo de CO: dentro do recipiente, o que faz com que a fixacdo de carbono
atmosférico a partir da fotossintese seja reduzida, assim, o meio de cultura é suplementado
com uma fonte de carbono, geralmente a sacarose.

Ainda, como restricdo do cultivo in vitro convencional, tem-se a intensidade
luminosa que normalmente é baixa, fornecida por lampadas fluorescentes ou LEDs
(Diodos Emissores de Luz) (Jesus et al., 2011; Ribeiro et al., 2022). Desta forma, a
propagacao de plantas através do cultivo in vitro convencional ocorre em condicBes
fotomixotroficas, em que os tecidos vegetais clorofilados utilizam carboidratos
enddgenos e exdgenos para se desenvolver em presenca de luz (Kozai et al., 2005).

As caracteristicas morfofisioldgicas das plantas cultivadas sob condicGes
fotomixotroficas com ventilagdo reduzida em sua maioria sdo inferiores, apresentam
maior teor de agua nos tecidos, brotos pouco desenvolvidos, folhas pequenas e finas,
baixa presenca de tricomas e com desordens anatémicas e fisiologicas, comprometendo
0 aparato fotossintético (Kozai et al., 2005; Cha-Um et al., 2011; Xiao et al., 2011).
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Segundo Kitaya et al. (2005) e Alvarez et al. (2012), as mudas cultivadas no sistema
convencional ficam desidratadas e mais suscetiveis a morte no periodo de aclimatizacao.
No estudo de Silva et al. (2024), plantas de Eryngium foetidum, quando submetidas ao
meio com sacarose e baixa troca gasosa, tiveram seu funcionamento fotossintético
comprometido.

Para superar as limitacGes causadas pelo baixo nivel de trocas gasosas do cultivo
convencional, membranas porosas que permitem a ventilacdo natural ou for¢ada dos
recipientes, tém sido utilizadas. As membranas permitem a aeracdo do frasco, portanto, a
umidade relativa é reduzida em seu interior, resultando em aumento da transpiracao, e
dessa maneira o explante absorve ao maximo o contetdo nutricional e a 4gua do meio de
cultura (Xiao et al., 2011; Kozai, 2010). O uso de membranas microporosas na espécie
Dalbergia nigra reduziu o acimulo de gases como etileno e alterou o perfil proteico da
espécie (Carrari-Santos et al., 2024). Nessa condi¢do, 0s brotos conseguem crescer mais
rapido, uma vez que a ventilacdo natural combinada ao microambiente do frasco
incrementa a concentracdo de CO, para melhor desempenho do aparelho fotossintético
dos tecidos (Silva et al., 2024).

H& membranas permeaveis a gases disponiveis comercialmente para o cultivo in
vitro, como: MilliSeal® (MilliSeal, Nihon Millipore Ltda., Yonezawa, Japan),
Milliwrap® (Millipore Corporation, USA), disco transparente de polipropileno
(Courtaulds Films, Bridgewater, Somerset, UK), membranas de teflon (Flora
Laboratories; Australia), Suncap® (Sigma, USA) e discos TQPL® (TQPL Supplies, UK)
(Zobayed 2008). Apesar de membranas do tipo MilliSeal® terem sido utilizadas
positivamente no cultivo in vitro de espécies lenhosas como Eucalyptus tereticornis (Sha
Valli Khan et al., 2002) e Azadirachta indica (Rodrigues et al., 2012), Saldanha et al.
(2012) apresentam uma membrana artesanal, a qual é composta por uma camada de fita
veda rosca de politetrafluoretileno entre duas camadas de fita microporosa, essa
membrana é fixada a tampa com mais uma camada de fita microporosa.

A membrana proposta por Saldanha et al. (2012) mostrou-se viavel e tém sido
utilizada em trabalhos de micropropagacdo de plantas medicinais (larema et al., 2012;
Saldanha et al., 2012; Martins et al., 2015; Silva et al., 2024); no entanto, para espécies

lenhosas como o ipé, ainda ndo ha relatos na literatura.
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1.6 Cultivo fotoautotrofico

No meio de cultura € comum a presenca de sacarose como fonte externa de
carbono, além de componentes organicos como vitaminas e aminoacidos; entretanto, é
possivel 0 seu preparo apenas com 0s nutrientes inorganicos, porém, fornecendo maior
taxa de trocas gasosas através do uso de ventilacdo natural ou forcada. Portanto, esse
cultivo é definido como “fotoautotréfico”, também chamado de “cultivo fotossintético in
vitro” ou “cultivo inorganico”; para a micropropagacdo de tecidos vegetais,
fotoautotrofico se refere comumente ao “cultivo isento de acglcar”, mantendo outras
sustancias organicas no meio (Kozai, 1991; Kozaiet al., 2005).

O cultivo fotoautotrofico é uma técnica promissora conhecida desde a década de
1980, quando Kozai et al. (1988) trabalharam com batatas (Solanum tuberosum L.), em
meio de cultura sem acucar, visando obter alta taxa de propagacao e tubérculos livres de
patdgenos, e até hoje é objeto de aprimoracdo. Acredita-se que a presenca de agucar no
meio de cultura do sistema fotomixotréfico suprime a capacidade fotossintética (Fortini
et al., 2021), visto que a sacarose interfere na assimilacdo de carbono no processo
fotossintético, pois os sitios ativos de carboxilacdo da enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCo) acabam sendo bloqueados por acUcares fosforilados
(Mayak et al., 1998). Esse fator combinado com a baixa oxigenagdo do frasco pode
resultar no acimulo de subprodutos téxicos a planta, portanto, a fotoautotrofia mitiga tais
limitacdes.

Frascos com sistema de ventilacdo natural ou forcada, sem carboidratos
exogenos, associado a luz natural, aumenta a troca gasosa e potencializa a fotossintese
das plantas (Watt, 2012). Esta técnica aplicada em Pfaffia aglomerata (Spreng) (Corréa
et al., 2015), Hevea brasiliensis (Tisarum et al., 2018), Cannabis sativa L. (Zarei et al.,
2021; Shi et al., 2024) e Ananas comosus L. (Alves et al., 2024), proporcionou eficiéncia
fotossintética das plantas.

Como vantagens do sistema fotoautotrofico destacam-se: melhor crescimento
das plantas, baixa contaminacdo do meio de cultura pela auséncia de sacarose, melhoria
da qualidade morfolégica e rendimento fotossintético, elevada taxa de sobrevivéncia e
reducdo do estresse da planta durante a aclimatacdo e eliminag¢do dos custos com fontes
de carbono exdgeno (Kodym; Zapata-Arias, 1999; Afreen et al., 2002; Kozai; Nguyen,
2003; Zobayed, 2008).

23



O cultivo fotoautotréfico também € importante para reduzir as perdas na etapa
de aclimatacdo, que € uma das mais desafiadoras para muitas mudas advindas do cultivo
in vitro, ja que a adequacdo dessas plantas se d& gradativamente as variagdes de
temperatura, umidade e luminosidade do ambiente (Alves et al. 2021). Shin et al. (2013),
ao trabalharem com Doritaenopsis, afirmaram que as condi¢des fotoautrdficas fornecidas
para a espécie, tais como aumento da concentragéo de CO: e da intensidade luminosa e a
eliminacdo total da sacarose no meio de cultura, elevaram a fotossintese e a producao de
biomassa vegetal, resultando em maior sobrevivéncia na etapa de aclimatacdo. Ademais,
plantas de Eryngium foetidum em condi¢bes fotomixotréficas e fotoautotroficas, com
ventilacdo natural, tiveram excelente adaptacao a esta etapa (Silva et al., 2024).

Embora muitos explantes apresentem capacidade de crescer no
fotoautotrofismo, ainda é recomendéavel estudar a capacidade fotoautotréfica para o maior
naimero de espécies possiveis (Kozai, 2010), principalmente em espécies lenhosas, dado
que as plantas in vitro sob essa condi¢do tém revelado mecanismos adaptativos bastante
singulares, por possuirem caracteristicas morfoanatémicas proprias (Souza et al., 2023).
A implementacdo dessa estratégia pode contribuir significativamente para a

sustentabilidade e eficiéncia dos programas de propagacéo de plantas lenhosas.

1.7  Uso de reguladores de crescimento no cultivo in vitro

Os reguladores de crescimento auxiliam em diversos processos da morfogénese
vegetal e sdo, na verdade, considerados como moduladores capazes de estimular o
alongamento e divisdo celular, a formacdo de raizes, a inducdo de calos e brotos e a
biossintese de metabolitos secundarios em tecidos in vitro de espécies vegetais, como
observado em Musa acuminata (Alrazn et al., 2023), Carica papaya (Zhao et al., 2021),
Paeonia lactiflora (Wenhui et al., 2023), Aloe vera (Yasmin et al., 2022), Coccinia
grandis (Aneklaphakij et al., 2025). Trabalhos in vitro mostram que o efeito de diferentes
reguladores sobre o desenvolvimento dos tecidos e a produgdo de metabdlitos secundarios
varia dependendo da concentragdo empregada, do tipo de explante cultivado e das
condigdes de cultura (Shoja; Shishavan, 2021; Ahmadpoor et al., 2022; Adil et al., 2018).

As citocininas desempenham papel central na promocéo da diviséo celular,
brotacdo de gemas axilares, multiplicagéo de brotos, formagéo e crescimento de calo e
inibicdo da formacgdo de raizes. Estudos recentes demonstram que as citocininas

continuam sendo ferramentas essenciais para micropropagacdo com alta taxa de
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multiplicacao e regeneracéo de plantas, como em Ipomoea batatas (Bansal et al., 2023) e
Salvia bulleyana (Grzegorczyk-Karolak et al., 2021).

Na ultima década, a metatopolina tem ganhado destaque como citocinina
“moderna” que, em muitos casos, supera a BAP e cinetina (Kin), por sua capacidade de
promover multiplicacéo eficiente com menor incidéncia de problemas tipicos da cultura
in vitro, tais como hiperidricidade, defeitos morfoldgicos e baixa qualidade de brotos
como em Salix tetrasperma (Reshi et al., 2025) e Stevia rebaudian (Ptak et al., 2023).

Apesar das vantagens das citocininas, 0 uso de BAP e m-TP em espécies
lenhosas ainda apresenta desafios e resultados variaveis, o que exige cautela e otimizacao
de protocolos conforme o gen6tipo, explante e condigdes de cultivo (Martins et al., 2024).
O estudo sobre o metabolismo da m-TP, em espécies lenhosas Tectona grandis e
Tabebuia résea, apontou que a inativacdo via N9-glicosilacdo é a principal via de
desativacdo, e que ha diferencas inter-especificas no metabolismo da citocinina, o que
pode afetar a eficacia da m-TP dependendo da espécie (Grira et al., 2024). Portanto, o
tipo de citocinina e sua concentragdo nem sempre funcionardo igualmente bem em

qualquer espécie lenhosa, refor¢ando a necessidade de ajustar protocolos para cada caso.

1.8  Enriquecimento de COz in vitro

O carbono é um elemento que esta presente em todas as substancias organicas,
e na atmosfera, encontra-se ligado ao oxigénio, e forma o gas carb6nico (CO.). Esse gas,
embora seja um dos principais responsaveis pelo agravamento do efeito estufa (Ipcc,
2007), também constitui o substrato fundamental para a fotossintese, considerado a
"moeda" de troca essencial para a fixagdo de carbono pelas plantas (Kluge et al., 2015).
Em pesquisas para simular condi¢des ambientais especificas de mudancas climaticas no
desenvolvimento vegetal, pelo aumento da concentracdo de CO», podem ser utilizadas
camaras de enriquecimento de COx.

O enriquecimento de CO2 pode ser estabelecido tanto em frascos de cultivo,
como em camaras de crescimento; a aplicacdo desse sistema é baseada no principio de
que o fornecimento suplementar de CO> pode minimizar a limitacdo da fotossintese
causada pela baixa difusdo do gas nos sistemas de cultura fechados, onde a ventilacéo é
restrita (Kozai, 2010). O uso de sensores permite 0 monitoramento preciso da
concentracdo de CO2, bem como o controle de variaveis ambientais como luminosidade,
umidade relativa e temperatura. Espécies como Eucalyptus camaldulensis (Zobayed et
al., 2000), Coffea arabusta, Dioscorea alata (Nguyen et al., 2001, 2002), Zantedeschia
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aethiopica (Xiao e Kozai, 2004), Dendrobium ’Burana White’ (Nguyen et al., 2010),
Plectranthus amboinicus (Nguyen et al., 2011) e Castaneia sativa Moinho (Vidal et al.,
2017), foram objetos de estudos com essa abordagem.

A técnica de enriquecimento de CO: é especialmente vantajosa em cultivos in
vitro, pois, além de acelerar o crescimento e o enraizamento das mudas, também contribui
para a producdo de tecidos mais fotossinteticamente ativos, o que faz com que reduza
disturbios fisioldgicos, como a hiperidricidade, e melhore a aclimatacdo em ambientes ex
vitro (Nguyen et al., 2020; Ahmad et al., 2016). No entanto, para que os beneficios sejam
plenamente alcancados, é necessario que a concentracdo de CO; seja ajustada a taxa de
assimilacdo da planta, considerando o volume do recipiente e a densidade das plantulas.
Caso contrério, 0 excesso de COz ou sua distribuicao desigual pode resultar em diferencas
significativas no desenvolvimento das mudas (Kozai, 2010).

Embora as vantagens técnicas e biologicas do enriquecimento de CO; estejam
bem estabelecidas (Nguyen et al., 2020), ainda sdo escassos os estudos aplicados a
espécies nativas do Brasil, especialmente aquelas de valor ecolégico e madeireiro como
0 ipé roxo (Handroanthus impetiginosus). Uma busca sistematica na literatura revela uma
lacuna de estudos especificos que explorem os efeitos do enriquecimento de CO2 em

condices in vitro para essa espécie.

1.9  Aspectos anatdbmicos de lenhosas em condicdes de CO:zelevado

Diante do atual cenario de mudangas climaticas, com a elevada concentracéo de
gas carbonico, estudos buscaram abordar como estresses abidticos provocam efeitos
significativos na fisiologia e desenvolvimento de algumas culturas (Xu et al., 2015;
Gamage et al., 2018; Ainsworth et al., 2020) e na produtividade e fisiologia de florestais
(Pinkard et al., 2010; Lobo et al., 2022). Contudo, pouco se sabe sobre a influéncia do
CO: elevado nos aspectos anatdmicos de espécies lenhosas.

A concentragdo de CO: isolada ou combinada a outros fatores abidticos pode
favorecer ou ndo as caracteristicas anatomicas das plantas (Mohamed & Alsadon, 2010);
por exemplo, um estudo com Eucalyptus grandis (Costa et al., 2023), exposto a condi¢édo
de CO; elevado, resultou em aumento do didmetro dos vasos do xilema, isso indica maior
alocacdo de biomassa para o caule. Por outro lado, no trabalho conduzido por Wesolowski
et al. (2020) para a mesma espécie, o aumento de CO2 ndo estimulou o crescimento do
caule. Tais respostas evidenciam a plasticidade dos vasos condutores a estresses

ambientais, no caso de espécies lenhosas, obter esse conhecimento & essencial para
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sugerir quais espécies estardo aptas a maior produtividade de madeira e lenho em uma
esfera de condi¢Ges ambientais extremas.

Do ponto de vista foliar, o0 CO- elevado também pode aumentar a espessura da
folha, a densidade de vasos condutores e a area de tecidos fotossintéticos, o que contribui
para uma maior eficiéncia no uso da agua e na assimilacdo de carbono (Habermann et al.,
2019; Wang et al., 2020). No entanto, outros trabalhos indicam que essas alteragoes
podem ser ténues ou inexistentes, dependendo do gendtipo e das condi¢gBes ambientais
(Kim et al., 2020; Xu et al., 2023).

Apesar do avanco do conhecimento em espécies de interesse econémico, hd uma
escassez evidente de estudos anatdémicos sob enriquecimento de CO, em espécies
florestais. Essa lacuna é preocupante, considerando o potencial medicinal, ecoldgico,
ornamental e madeireiro do ipé-roxo, amplamente utilizado em reflorestamentos,
arborizacdo urbana e programas de restauracdo de ecossistemas. Além disso, como uma
espécie nativa de ambientes tropicais sujeitos a variagcbes extremas de temperatura e
precipitagdo, entender sua plasticidade anatomica frente ao aumento de CO- ¢ essencial

para prever sua resiliéncia e performance em cenarios climaticos futuros.
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Estabelecimento, multiplicagéo e enraizamento in vitro de Handroanthus

impetiginosus
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RESUMO

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) € uma espécie lenhosa nativa do Brasil,
entretanto, apresenta problemas em sua propagacdo seminal devido a recalcitrancia das
sementes. Portanto, técnicas de propagacdao in vitro podem driblar as barreiras enfrentadas
pela propagacao natural da espécie e garantir mudas com elevada taxa de sobrevivéncia
em campo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo o estabelecimento,
multiplicacdo e enraizamento in vitro de H. impetiginosus a partir de segmentos nodais.
As sementes de H. impetiginosus foram desinfestadas e inoculadas nos tratamentos meta-
topolina (m-TP) e Benzilaminopurina (BAP) (0, 2,5 ¢ 5 uM), para multiplicacdo. Apos
45 dias de cultivo, os brotos foram inoculados nos tratamentos &cido naftalenoacético
(ANA) e acido indol-3-butirico (AIB) (0, 3 e 6 uM) para enraizamento dos brotos. No
experimento de multiplicagéo, os tratamentos com m-TP 2,5 e 5 uM proporcionaram
plantas com diametro do colo (DC) e numero de folhas (NF) superiores,
consecutivamente. Em contrapartida, o tratamento com m-TP 2,5 reduziu os teores de
clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofila total. No experimento de enraizamento,
0so tratamentos com ANA 3 e 6 uM promoveram resultados superiores para 0s
parametros nimero de raiz (NR), volume de raiz (VR) e massa seca da raiz (MSR).
crescimento da raiz. Assim, neste trabalho foi possivel estabelecer um protocolo eficiente
para a multiplicacéo e enraizamento in vitro de H. impetiginosus.

Palavras-chave: citocininas, auxinas, multiplicacéo, enraizamento, espécie lenhosa.
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1 INTRODUCAO

Handroanthus impetiginosus conhecido popularmente como ipé roxo, € uma
arborea nativa do Brasil, com ocorréncia em diversos biomas, como a Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Pantanal e Amazonia (Proflora, 2023). O principal meio de
propagacdo do ipé roxo é via seminal, entretanto, apresenta problemas com a baixa
producdo de sementes durante o ano, a recalcitrancia das sementes e infestagdo por
microrganismos que inibem e comprometem a germinacdo, a qualidade fisioldgica e,
posteriormente, o desenvolvimento da plantula (Lopes et al., 1991; Sales, 1992;
Castellani et al., 1996; Botelho et al., 2008; Parisi et al., 2019).

Existem ferramentas biotecnoldgicas que possibilitam driblar as barreiras
enfrentadas pela propagacgdo natural do ipé roxo, como a cultura in vitro de tecidos
vegetais, por ser uma alternativa viavel que garante a propagacao de mudas em diferentes
periodos do ano e uniformidade em espécies de crescimento lento (Resende et al., 2021).
a conservacdo de plantas em bancos de germoplasma (Guariniello et al., 2018) e a
producdo de compostos bioativos (Felipe et al., 2019; Rios-Rios et al., 2019; Fortini et
al., 2021).

O sucesso do cultivo in vitro depende de fatores como a escolha do explante, o
meio de cultura e, especialmente, o uso adequado de reguladores de crescimento.Dentre
os reguladores, as citocininas desempenham papel importante na multiplicacdo de brotos
por estimularem a divisdo celular e o desenvolvimento de gemas laterais. Os
fitorreguladores como 6-benzilaminopurina (BAP), meta-topolina (m-TP) e cinetina séo
empregados em protocolos de propagacdo de espécies lenhosas e herbaceas, a fim de
aumentar a taxa de brotagdo e a formacdo de multiplos segmentos nodais (De Oliveira et
al., 2008; Puscan et al., 2024;). A escolha da citocinina e sua concentracdo adequada
determinam o sucesso do protocolo, e influenciam diretamente na qualidade e quantidade
das brotac6es obtidas (Hoell et al., 2003; Liu et al., 2020).

Além das citocininas, as auxinas, como o acido indol-3-butirico (AlIB) e o acido
naftalenoacético (ANA), sdo reguladores comumente usados para inducdo de
enraizamento in vitro em plantas lenhosas. Trabalhos como o de Oliveira et al. (2016) e
Maximo et al. (2020) abordaram que concentracdes elevadas (8.000mgL™) e
intermediarias (1,0-9,0 umol L) de AIB potencializam a formagéo de raizes adventicias
em Handroanthus heptaphyllus e incrementam o nimero e comprimento de raiz em

Handroanthus impetiginosus. O ANA, por sua vez, ndo demonstrou efeito aparente na
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porcentagem de enraizamento de Pinus caribaea e Melissa officinalis L. (Henrique et al.
2006; Sevik; Guney, 2013).

Apesar das vantagens que o cultivo in vitro proporciona para espécies lenhosas
comoH. impetiginosus, a falta de protocolos robustos, eficientes e especificos, sobretudo
nos estagios de multiplicacdo e enraizamento, impede a producdo consistente de mudas
de alta qualidade fitossanitaria e genética, 0 que compromete 0s programas de
reflorestamento, exploragdo sustentavel e conservacao da espécie.

Diante da importancia ecoldgica, econdmica e medicinal desta espécie, aliada as
limitacGes impostas pela propagacdo convencional, torna-se essencial desenvolver
protocolos eficientes de multiplicacdo in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho foi o
estabelecimento de H. impetiginosus com protocolo de desinfestacdo, a multiplicagéo de

brotos a partir de segmentos nodais e 0 enraizamento in vitro da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de estudo

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
(LCT/UEMA) e no Laboratério de Ciéncias Ambientais e Biodiversidade
(LCAB/UEMA) da Universidade Estadual do Maranhdo (S&o Luis, MA / Brasil).

2.2  Estabelecimento do Handroanthus impetiginosus

2.2.1 Obtencdo do material vegetal

As sementes de H. impetiginosus foram adquiridas da empresa “Sementes

Caigara®” (Sdo Paulo, Brasil), e armazenadas em sacos plasticos em geladeira na

temperatura entre 5-8 °C no LCT/UEMA.

2.2.2 Desinfestacdo e germinacdo das sementes

O protocolo de desinfestacdo foi estabelecido com base em metodologias
propostas por Rios-Rios et al. (2019), Aragdo et al. (2015) e Duarte et al. (2014),
modificadas.

Em condicdes de laboratdrio, as sementes foram desinfestadas, com imersao em:
(i) &gua e detergente neutro por 30 minutos; (ii) hipoclorito de sddio (NaOCI) (2,5% de
cloro ativo) (agua sanitaria Ipé®, Quimica Amparo Ltda®, Brasil) acrescido com Tween
20® (Isofar Ltda®, Duque de Caxias — RJ, Brasil) (4 gotas para cada 100 mL) por 7
minutos; (iii) etanol comercial (EtOH) a 70% por 2 minutos; (iv) NaOCI (2,5% de cloro
ativo) com Tween 20® [4 gotas (100 mL)?] por 15 minutos; (v) solucdo de
polivinilpilorridona - PVP (500 mg L) (Dindmica®, Quimica Contemporanea Ltda, S&o
Paulo, Brasil) estéril por 24 horas, no escuro a 25 = 3 °C. Posteriormente, a ala
membranacea (tegumento) foi seccionada até a exposicdo da semente, em condi¢Oes
estéreis (vi) e estas foram imersas em: (vii) EtOH 70% por 2 minutos; (viii) NaOCI (2,5%
de cloro ativo) com Tween 20® [4 gotas (100 mL)™] por 7 minutos (Figura 1). A partir
da etapa ii a desinfestacdo foi realizada em cadmara de fluxo laminar, com agitagcdo
ocasional e garantindo que todas as sementes entraram em contato com as solucdes

desinfetantes. Entre cada etapa foram feitas seis lavagens com agua destilada esteéril.
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Em seguida, as sementes foram colocadas sobre papel toalha estéril para retirar
0 excesso de agua e imediatamente inoculadas em tubos de vidro de 24 x 150 mm
contendo 10 mL de meio MS (Murashige & Skoog) (Murashige; Skoog 1962) (M519,
Phytotechnology Laboratories®, Kansas, United States) ¥z forca (metade da concentracao
de macro e micronutrientes -2 MS), suplementado com vitaminas MS, sacarose (20 g L
1y, mio-inositol (100 mg L), carvdo ativado (2 g L) e phytagel (2,1 g L). O pH do
meio foi ajustado para 5,80 + 0,03 antes da autoclavagem a 121 °C e 108 kPa durante 15
min. Os tubos foram vedados com tampa de polipropileno e filme de pvc transparente e
mantidos em sala de crescimento a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h luz e irradiancia de 40
umol m2 s proveniente de duas lampadas LEDs (Diodos Emissores de Luz) de cor
branco (Tubular T8 Led, 10w, Brasilia, Brasil) (Figura 1).
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WPM i mTP(SuM) i WPM i v MS
Sacarose (20 g L) Sacarose (20 g L) Sacarose (20 g L) !
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Figura 1. Etapas da propagacéo in vitro de Handroanthus impetiginosus. NaOCI: hipoclorito de sodio;
EtOH: Etanol; PVP: polivinilpilorridona; %2 MS: meio Murashige & Skoog meia forca (metade da
concentracdo de macro e micronutrientes); WPM: meio McCown’s Woody Plant; m-TP: meta-topolina;
BAP: 6-Benzilaminopurina; ANA: &cido naftalenoacético; AlB: acido indol-3-butirico.

2.3 Experimento de multiplicago in vitro de Handroanthus impetiginosus

Plantulas germinadas de H. impetiginosus com 28 dias de cultivo, tamanho e
desenvolvimento homogéneo, foram utilizadas como fonte dos explantes para induzir a
multiplicacdo de brotos. Segmentos de caule (1,5 cm de comprimento) com um meristema

axilar e uma folha inteira pré-existentes foram inoculados em frascos de vidro de 350 mL
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de capacidade contendo 40 mL de meio WPM (McCown’s Woody Plant;
Lloyd;McCown, 1981) com vitaminas e mio-inositol (100 mgL™) (L4409,
Phytotechnology Laboratories®, Kansas, United States) suplementado com sacarose (20
g L), agar bacterioldgico (5,5 g L) (Dinamica, Brasil) e os reguladores de crescimento
meta-topolina (m-TP) e benzilaminopurina (BAP) (0, 2,5 e 5 uM), usados por separado.
O pH do meio foi ajustado a 5,80 £ 0,03 antes da autoclavagem a 121 °C e 108 kPa
durante 15 min.

Os frascos foram vedados com tampas de polipropileno com dois orificios de 10
mm de diametro cobertos com membranas elaboradas segundo a metodologia de
Saldanha et al. (2012). O material vegetal foi mantido em sala de crescimento a 25 + 2
°C, fotoperiodo de 16 h luz e irradiancia de 40 pmol m s proveniente de duas lampadas
LEDs (Diodos Emissores de Luz) de cor branco (Tubular T8 Led, 10w, Brasilia, Brasil)
(Figura 1).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial 2x3, constituido de dois reguladores de crescimento (m-TP e BAP)
e trés concentragdes (0, 2,5 e 5 uM), com seis repeti¢des. Cada repeticdo consistiu de um

frasco contendo 40 mL de meio de cultura e dois segmentos de caule.

2.4  Experimento de enraizamento in vitro de Handroanthus impetiginosus

Os brotos foram induzidos a partir de segmentos de caule (com um n6 e uma
folha pré-existente) inoculados em frascos de vidro de 350 mL de capacidade, contendo
40 mL de meio WPM acrescido com m-TP (5 uM), sacarose (20 g L) e agar
bacterioldgico (5,5 g L), como mencionado na etapa de multiplicagdo (item 2.3).

Apbs 45 dias de cultivo os brotos (3 cm de comprimento) com dois pares de
folhas completamente expandidas (incluindo o apice) foram separados do explante
inicial, eliminando o calo formado na base. Em seguida, os brotos foram inoculados em
meio WPM com adic&o de sacarose (20 g L), agar bacterioldgico (5,5 g L) e as auxinas
acido naftalenoacético (ANA) e &cido indol-3-butirico (AIB) (0, 3 e 6 uM). O pH do meio
foi ajustado a 5,80 = 0,03 antes da autoclavagem a 121 °C e 108 kPa durante 15 min. Os
frascos foram vedados com tampas de polipropileno com dois orificios de 10 mm cobertos
com membranas porosas (Saldanha et al., 2012). O material vegetal foi mantido durante
40 dias em sala de crescimento a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h luz e irradiancia de 40

umol m2 s proveniente de duas lampadas LEDs brancas (Figura 1).

46



O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial 2x3, constituido de dois auxinas (ANA e AIB) e trés concentragdes
(0, 3 e 6 uM), com 6 repeticdes. Cada repeticdo consistiu de um frasco contendo 40 mL

de meio de cultura e dois brotos.

2.5  Avaliagdo de parametros morfofisioldgicos
2.5.1 Determinacado de parametros de crescimento

Na etapa de multiplicacdo foram avaliados o0 comprimento da parte aérea (CAP),
o diametro do caule (DC), nimero de folhas (NF), foliolos totais por broto (NFL), nimero
de n6s (NN) do maior broto formado por explante, nimero de brotos (NB) e presenca ou
auséncia de calo. A massa seca da parte aérea (MSPA) e do calo (MSC) e a area foliar
(AF) foram determinados com base na biomassa total produzida por explante.

Na etapa de enraizamento foram determinados o numero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), didmetro da maior raiz (DR), volume de raiz (VR) e a
massa seca da raiz (MSR). Também foram avaliados: comprimento da parte aérea (CAP),
diametro do caule (DC), numero de folhas (NF), foliolos totais por broto (NFL) e a massa
seca da parte aérea (MSPA).

A érea foliar foi determinada a partir de fotografias, capturadas com camera
digital, das folhas individuais fixadas sobre papel milimetrado branco, as imagens foram
analisadas com o software ImageJ 1.49v (Schneider et al., 2012). A massa seca foi obtida
apos secagem do material vegetal (acondicionado em sacos de papel) em estufa de
circulagdo de ar forcado (Ambikontrol®, Novus, n1030) a 45 °C durante 72 h, até
obtengdo de massa constante.

2.5.2 Determinacdo dos pigmentos fotossintéticos

Para quantificacdo da clorofila a, clorofila b, carotenoides, clorofila a/b e
clorofila total das plantas obtidas na etapa de multiplicagdo, foram extraidos trés discos
foliares de 3 mm de diametro da terceira folha totalmente expandida, contada a partir do
apice e, evitando as nervuras; para as folhas com mais de um foliolo foi selecionado o
foliolo central. As amostras foram imersas em 3 mL de dimetilsulféxido (DMSO, Isofar®
Ltd.a, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e mantidas no escuro por 48 h (Santos et al., 2008).

A absorbancia dos extratos foi determinada a 665 nm, 649 nm e 480 nm, com o auxilio
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de um espectrofotdbmetro UV-visivel (mono-feixe) (UV-M51; BEL Engineering
Company, Monza, Italia) em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico. O contetdo
dos pigmentos fotossintéticos foi determinado com base nas equagdes descritas por
Wellburn (1994).

2.5.3 Determinacao da fluorescéncia da clorofila

Para determinacéo da fluorescéncia da clorofila das plantas obtidas na etapa de
multiplicacdo utilizou-se um fluorimetro de luz ndo-modulado modelo Pocket PEA
Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King‘s Lynn, Norfolk), em que foi
considerada a terceira folha totalmente expandida contada a partir do &pice (para as folhas
com mais de um foliolo foi selecionado o foliolo central). Com o auxilio de uma pinca
foi realizada uma adaptacgéo do tecido foliar ao escuro por 30 minutos, para que todos 0s
centros de reacdo adquirissem a condicéo de abertos (Qa oxidada) (Bolhar-Nordenkampf
et al, 1989). Através do fluorimetro ndo modulado foram obtidas as medidas de
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia méaxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e o
indice de performance (PI). A partir dos valores de Fv e Fm foi determinada a relacao
Fv/Fm (rendimento quéntico méximo do fotossistema Il) (Bolhar-Nordenkampf et al.,
1989). A indugéo da fluorescéncia foi feita por meio de um pulso de luz vermelha (650
nm) com duracio de dois segundos com intensidade de 600 W m (100% de intensidade),

obtido por meio de seis LEDS (Light Emitting Diodes), localizados na sonda do aparelho.

2.5.4 Andlise estatistica

Para todas as variaveis foram utilizadas 6 repeti¢oes, cada repeticdo consistiu em
um broto, planta ou biomassa total gerada a partir de um explante inicial extraidos de um
frasco.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia,
utilizando o software Genes, versdo 1990.2018.39. (CRUZ, 2016).
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3 RESULTADOS
3.1  As citocininas m-TP e BAP modulamos parametros de crescimento de
pléntulas de Handroanthus impetiginosus cultivadas in vitro

As citocininas m-TP e BAP proporcionaram resultados satisfatorios quanto ao
numero de brotos de H. impetiginosus, em que o0 aumento da concentracdo de ambas
resultaram também no maior nimero de brotacdes. Além disso, foi possivel observar a
presenca de calos nas brotagdes obtidas nos tratamentos com m-TP e BAP a partir de 2,5
uM (Figura 2).

As plantulas cultivadas sem reguladores de crescimento ndo apenas tiveram
poucas brotacBes, como também apresentaram desenvolvimento inferior tanto para
namero de folhas quanto para formacao de gemas axilares. As folhas das plantulas obtidas
do tratamento controle (m-TP ¢ BAP 0 uM) apresentaram maior largura, porém,

desidratadas quando comparadas aos demais tratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Aspectos morfoldgicos de plantulas de Handroanthus impetiginosus com 45 dias de cultivo in
vitro, sob diferentes citocininas (m-TP e BAP) e concentragdes (0, 2,5 ¢ 5 uM). Setas vermelhas: indicam
presenca de calos. Barras de escala: 2 cm.
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O comprimento da parte aérea (CAP), o nimero de nds (NN), foliolos (NFL) e
a massa seca da parte aérea (MSPA) das plantulas de ipé roxo nao foram influenciados
pelo tipo de citocinina, nem pelas concentragdes usadas (Figuras 3A, 3D, 3E e 3G). O
diametro do caule (DC) diferiu significativamente quanto a concentracdo de m-TP
adicionada ao meio de cultura, com 0 aumento dessa citocnina, esse parametro apresentou
reducédo, enquanto para a citonina BAP n&do houve diferenca entre as concentragdes
testadas. Ao comparar a m-TP com BAP a 2,5 uM, a m-TP induziu o maior DC (Figura
3B).

O namero de folhas (NF) diferiu entre as citocininas m-TP e BAP apenas quando
testadas na concentracdo de 5 UM, e a m-TP proporcionou plantas com maior formacéo
das folhas. Ao comparar as diferentes concentracdes de m-TP e BAP, foi observado maior
numero de folhas com 2,5 e 5 uM de m-TP e com 2,5 uM de BAP; meios isentos desses
reguladores proporcionaram plantas com a menor quantidade de folhas (Figura 3C).

A formacdo de brotos (NB), a area foliar (AF) e a massa seca do calo (MSC)
foram semelhantes nas plantas independente da citocinina testada; porém, estas variaveis
foram alteradas dependendo da concentracdo de cada citocinina. O NB foi maior nas
plantas dos tratamentos com m-TP 2,5e 5 uM e com BAP 2,5 uM (Figura 3F), entretanto,
a AF e a MSC apresentaram os valores mais baixos nos meios isentos de citocininas
(Figuras 3H e 31).

Embora os tratamentos controles tenham apresentado estatisticamente 0s
menores valores para MSC (Figura 31), os tratamentos com m-TP 5 puM apresentaram
também médias inferiores para este parametro, o que pode ser evidenciado nos calos
formados de menor tamanho, em comparacdo com o0s observados nas plantas dos
tratamentos com 2,5 uM de m-TP e 2,5 e 5 uM de BAP (Figura 2). O objetivo da etapa
de multiplicacdo é a obtencdo de brotos, esse aglomerado de células indiferenciadas,
possiveis calos, ndo é desejavel. Portanto, o tratamento com 5 pM de m-TP se torna

interessante pelo elevado NB e menor tamanho de calos formados.
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Figura 3. Parametros de crescimento em plantulas de Handroanthus impetiginosus com 45 dias de cultivo
in vitro sob influéncia de citocininas (m-TP e BAP) e concentrac@es (0, 2,5 ¢ 5 uM). (A) comprimento de
parte aérea; (B) diametro do caule; (C) nimeros de folhas; (D) nimero de foliolos; (E) nimero de nés; (F)
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nimero de brotos; (G) massa seca da parte aérea; (H) area foliar; (1) massa seca do calo. Letras maitsculas
comparam os valores das variaveis quanto as citocininas, e as letras mintsculas comparam as concentracoes
das citocininas (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padrao (n = 6).

3.2 A citocinina m-TP altera o conteudo de pigmentos fotossintéticos de
plantulas in vitro de Handroanthus impetiginosus

Ao comparar o conteudo de pigmentos fotossintéticos entre as plantas com
relacdo a m-TP e BAP ndo foram encontradas diferencas significativas, o que indica que
as duas citocininas atuam de forma semelhante sobre a biossintese destes compostos. No
entanto, ao analisar as citocininas de forma isolada, observou-se reducédo nos teores de
clorofilaa, clorofila b, carotenoides e clorofila total ao adicionar m-TP ao meio de cultura,
obtendo as menores quantidades com 2,5 uM (Figuras 4A, 4B, 4D e 4E). O BAP néo
alterou a biossintese de pigmentos fotossintéticos e, apenas a razao entre clorofilaa e b

ndo variou entre os tratamentos (Figura 4C).
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Figura 4. Pigmentos fotossintéticos em plantulas de Handroanthus impetiginosus com 45 dias de cultivo
in vitro sob influéncia de citocininas (m-TP e BAP) em diferentes concentracfes (0, 2,5 ¢ 5 uM). (A)
clorofila a; (B) clorofila b; (C) clorofila a/b; (D) carotenoides; (E) clorofila total. Letras mailsculas
comparam o0s valores das variaveis quanto as citocininas, e as letras mindsculas comparam as concentragfes
das citocininas (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padréo (n=6).

3.3  Citocininas m-TP e BAP ndo alteram a fluorescéncia da clorofila de plantas
de Handroanthus impetiginosus em cultivo in vitro

As plantulas de H. impetiginosus submetidas aos tratamentos com as citocininas
m-TP e BAP sob diferentes concentra¢fes ndo diferiram quanto a fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia variavel (Fv), fluorescéncia méxima (Fm), rendimento quéntico
maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) e indice de performance (PI) (Figuras 5A- 5D, 5F).
Entretanto, a energia absorvida por centro de reacdo ativo (RC/ABS) apresentou diferenca

significativa em plantas submetidas & m-TP, incrementando conforme a concentracéo
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desta citocinina no meio de cultura foi maior, atingindo valores superiores com 5 uM de
m-TP (Figura 4E).
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Figura 5. Fluorescéncia da clorofila em plantulas de Handroanthus impetiginosus com 45 dias de cultivo
in vitro sob influéncia de citocininas (m-TP e BAP) e concentragdes (0, 2,5 ¢ 5 uM). (A) fluorescéncia
inicial; (B) fluorescéncia varidvel; (C) fluorescéncia maxima; (D) rendimento quéntico méaximo do
fotossistema Il; (E) energia absorvida por centro de reacdo ativo; (F) indice de performance. Letras
mailsculas comparam os valores das varidveis quanto as citocininas, e as letras mindsculas comparam as
concentragdes das citocininas (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padréo (n=6).

34 Auxinas AIB e ANA influenciam na rizogénese de Handroanthus
impetiginosus cultivado in vitro

As auxinas AIB e ANA em diferentes concentracfes proporcionaram plantas com
maior numero de raizes e com variacdo no comprimento da maior raiz e no padrdo
morfolégico das raizes. Na concentracdo de 3 uM de ANA, a resposta radicular foi

heterogénea, com plantas que apresentaram raizes de comprimento intermediario e
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espessura variavel (Figura 6). As plantas deste mesmo tratamento apresentaram
escurecimento tecidual e morte de brotacdes, possivelmente devido a uma fitotoxicidade.

Todavia, as plantas submetidas ao tratamento com 6 uM de ANA apresentaram a
formacdo de estruturas radiculares espessas e curtas; as raizes apresentaram coloracéo
amarelada, além de hiperproliferacdo de raizes adventicias, o que indica possivel efeito
inibitorio de raizes normais causado pela dose elevada da auxina ANA (Figura 6).

Ja as plantas nos tratamentos com a auxina AIB nas concentragfes de 3 e 6 uM
apresentaram desempenho superior, com a formacdo de raizes mais longas e bem
definidas, além de aparéncia saudavel das brotacGes. As plantas submetidas a tratamentos
com AIB apresentaram um equilibrio entre crescimento radicular e vigor da parte aérea
(Figura 6).

Concentragao (LM)

Figura 6. Rizogénese de plantulas de Handroanthus impetiginosus com 40 dias de cultivo in vitro, sob
tipos de auxinas (ANA e AIB) e concentragdes (0, 3 e 6 uM). Barra de escala: 2 cm.

Para as variaveis numero de raizes (NR) e massa seca de raizes (MSR) houve
interacdo entre o tipo e concentragdo do regulador, nas quais a auxina ANA com 3 e 6
uM foi superior ao AIB. O NR aumentou com maiores doses de ANA na concentragao
de 6 uM, com aproximadamente 4 vezes mais raizes em compara¢do com as plantas
submetidas a mesma concentracdo de AIB (Figura 7A). Resultados semelhantes foram

obtidos para a massa seca das raizes, com maior acumulo de biomassa radicularem 3 e 6
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uM de ANA (Figura 7E). Por outro lado, o comprimento da maior raiz (CR) foi superior
nas plantas do tratamento com 6 uM de AIB, em comparacdo as plantas na mesma
concentracdo com ANA (Figura 7B). O DR néo apresentou diferenca significativamente

para nenhum dos tratamentos (Figura 7C).
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Figura 7. Pardmetros de crescimento radicular em plantulas de Handroanthus impetiginosus, com 40 dias
de cultivo in vitro, sob influéncia de tipos de auxinas (ANA e AIB) e concentra¢des (0, 3 e 6 uM). (A)
nimero de raizes; (B) comprimento da maior raiz; (C) didmetro da maior raiz; (D) volume de raiz; (E)
massa seca da raiz. Letras mailsculas comparam os valores das variaveis quanto as citocininas, e as letras
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minudsculas comparam as concentragdes das citocininas (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o
erro padrdo (n=6).

3.5  As auxinas ndo influenciam as varidveis de crescimento da parte aérea de
plantulas de Handroanthus impetiginosus cultivado in vitro

O comprimento da parte aérea (CAP), o diametro do caule (DC), o numero de
folhas (NF), o numero de foliolos (NFL) e a massa seca da parte aérea (MSPA)
mantiveram-se estaveis independentemente da auxina e da concentracdo utilizada. Esses
resultados demonstram que plantas de ipé roxo apresentam baixa sensibilidade quanto as

auxinas testadas durante a fase do desenvolvimento in vitro (Figuras 8A-8E).
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Figura 8. Parametros de crescimento da parte aérea em plantulas de Handroanthus impetiginosus, com 40
dias de cultivo in vitro, sob influéncia de tipos de auxinas (ANA e AIB) e concentrag¢des (0, 3 e 6 uM). (A)
comprimento da parte aérea; (B) didametro do caule; (C) nimero de folhas; (D) nimero de foliolos; (E)
massa seca da parte aérea. Letras mailsculas comparam os valores das variaveis quanto as citocininas, e as
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letras minasculas comparam as concentragdes das citocininas (Teste Tukey; p < 0,05). As barras
representam o erro padréo (n=6).

4 DISCUSSAO

4.1 A citocinina m-TP modula os parametros de crescimento de pléantulas
Handroanthus impetiginosus cultivado in vitro

A morfogénese bem como a formagdo de multibrotacdes de plantulas de H.
impetiginosus cultivadas in vitro sao influenciadas pelo tipo e concentracao de citocininas
utilizadas. Apos 45 dias de cultivo, observou-se que as plantulas de ipé responderam
distintamente aos tratamentos com BAP e m-TP.

Nos meios com BAP, houve maior frequéncia de brotagdes multiplas,
acompanhadas de alongamento moderado dos caules, o que confirma sua a¢do promotora
de divisdo celular e inducao de gemas adventicias (Subramanian et al., 2025). No entanto,
concentragdes eclevadas de BAP resultaram em formagdo de estruturas calosas e
hipertrofias, o que comprometeu a diferenciacao foliar e caulinar. Esse comportamento ja
foi relatado por outros autores, em que ¢ mencionado que a citocinina BAP em doses
elevadas induz a calogénese em detrimento da organogénese (Lalthafamkimi et al., 2021;
Manokari et al., 2023; Bansal et al., 2023).

Ja os explantes tratados com m-TP apresentaram brotacdes mais longas, folhas
com melhor desenvolvimento e menor incidéncia de calos, o que indica uma regulagdo
mais equilibrada entre multiplicag@o e diferenciacdo. A m-TP tem sido reconhecida como
alternativa mais eficiente e menos toxica que o BAP em diversos protocolos de
micropropagacao (Bansal et al., 2023; Tahseen et al., 2023; Chouhan et al., 2025). A m-
TP favorece o desenvolvimento de estruturas morfologicamente completas e viaveis para
aclimatacdo (Naaz et al., 2019).

Estudos comparativos indicam que ha superioridade na resposta das plantas
multiplicadas com m-TP se comparada com BAP. Em Ipomoea batatas, por exemplo,
alcancou-se 100% de inducao de brotos com m-TP entre 3,11 e 16,58 mM, obtendo 7,26
brotos/explante; enquanto que com BAP houve 77,78% de brotacdes, o que equivale em
média a 5,33 brotos/explante (Bansal et al., 2023). Resultados semelhantes foram obtidos
em Curcuma zedoaria, onde m-TP promoveu maior nimero ¢ velocidade de brotacao que
BAP (Subramanian et al., 2025), e em Pogostemon cablin, com 45 brotos/explante com

1,0 mg-L! (4.16 uM) de m-TP (Lalthafamkimi et al., 2021).
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A combinacdo entre citocininas também apresenta efeitos positivos, como
relatado em Chlorophytum borivilianum, em que a associacao de 8.28 uM de m-TP com
4.44 uM de BAP induziu a formagao de 19,2 brotos por explante e 96,3% de regeneragao
(Karwasra et al., 2024). Em Celastrus paniculatus, a combinagao 6tima foi 5,0 uM BAP
+ 2,5 uM m-TP (Tahseen et al., 2023). Combinagdes de m-TP e auxinas, como o AIA em
Momordica balsamina, gerou 44,2 brotos/explante, superando os 30,45 obtidos com BAP
+ AIA (Chouhan et al., 2025); em Ceropegia juncea, m-TP + ANA produziu 33 brotos
apo6s o 3° subcultivo, comparados a 25 brotos com BAP + ANA (Manokari et al., 2023).
Embora no presente estudo ndo foram avaliadas combinacgdes de citocininas com auxinas
e também de citocininas, a m-TP teve maior influéncia sobre pardmetros de crescimento
dos brotos de H. impetiginosus; assim, pesquisas posteriores podem ser realizadas para
avaliar o efeito destes reguladores combinados.

Do ponto de vista fisiologico, a m-TP apresenta vantagens estruturais e
metabolicas: sua rdpida metabolizacdo e translocagdo evitam acimulo de residuos
toxicos, ao contrario da BAP, cujos metabolitos frequentemente sdo inativos ou
fitotoxicos (Bansal et al., 2023; Subramanian et al., 2025). Além disso, o grupo hidroxila
da m-TP favorece a formacdo de conjugados reversiveis, conferindo maior controle
enddgeno da atividade hormonal (Karwasra et al., 2024).

Assim como observado neste estudo, plantulas tratadas com m-TP tendem a ser
mais robustas, com menor incidéncia de hiperidricidade, necrose apical e senescéncia
precoce (Tahseen et al., 2023; Karwasra et al., 2024). Portanto, embora a BAP seja
eficiente na inducdo rapida de multiplas gemas, sua eficacia ¢ limitada por efeitos
colaterais em altas doses. A m-TP, por sua vez, favorece a formagdo de plantulas
morfologicamente integradas e fisiologicamente estaveis.

Dessa forma, a escolha entre BAP e m-TP deve considerar os objetivos do
protocolo: o BAP pode ser util para indugdo inicial de brotacdes, desde que sua
concentracdo seja cuidadosamente ajustada. Ja a m-TP se destaca como regulador
preferencial para obtencao de plantulas com maior qualidade morfoldgica e potencial de
aclimatacdo; com base nos resultados obtidos no presente estudo, a m-TP é uma citocinina
promissora a ser utilizada em protocolos de micropropagacao de ipé roxo, reduzindo a

formacgao de tecidos hiperhidricos e de calo.
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4.2 A citocinina m-TP altera os teores de pigmentos fotossintéticos de plantulas de
Ipé roxo em cultivo in vitro

As citocininas, como a BAP e a m-TP, regulam diversos processos fisiologicos,
incluindo a maturagdo dos cloroplastos (Bassegio et al., 2017). Neste estudo, a anélise
dos pigmentos fotossintéticos demonstrou que o tipo e a concentracdo de citocinina
influenciaram significativamente os teores de clorofila a, clorofila b, carotenoides e
clorofila total em plantulas de H. impetiginosus ap6s 45 dias de cultivo in vitro.

A adicdo de m-TP ao meio de cultura reduziu o acimulo de pigmentos
fotossintéticos em ipé roxo, sendo que o tratamento com 2,5 UM resultou em diminuicao
expressiva nos niveis desses pigmentos (Fig. 4A, 4B, 4D, 4E); possivelmente a m-TP
induz desregulacdo hormonal que afeta a diferenciacdo dos cloroplastos ou compromete
a integridade das estruturas foliares, reduzindo a biossintese ou a estabilidade dos mesmos
(Martins et al., 2023). A maior producdo de pigmentos fotossintéticos nas plantulas
submetidas a 5 UM de m-TP, em comparacdo com as de 2,5 M, indica uma resposta ndo
linear, provavelmente associada ao limiar de sensibilidade hormonal da espécie. Todavia,
as plantas submetidas ao tratamento com BAP (2,5 ou 5 uM) apresentaram teores de
pigmentos semelhantes ao controle, o que indica maior estabilidade fisiol6gica com esta
citocinina. O BAP pode favorecer a diferenciacdo e expansdo foliar, mantendo a
funcionalidade dos cloroplastos e, consequentemente, a atividade fotossintética.

O efeito de citocininas como BAP e m-TP sobre a produgdo de pigmentos
fotossintéticos depende da espécie vegetal, da concentracdo aplicada e da interacdo com
outros componentes do meio de cultivo. Neste trabalho ndo houve diferenca no contetdo
de clorofila a e b e clorofila e carotenoides totais ao comparar brotos de H. impetiginosus
cultivados com m-TP e BAP.

Em contraste, 0 BAP reduziu em 18% o teor de clorofila a em brotos de Quercus
robur, além de diminuir compostos fendlicos e a razdo clorofila a/b em 6% (Martins et
al., 2023). No presente estudo, entretanto, a razdo clorofila a/b permaneceu estavel entre
os tratamentos (Fig. 4C), indicando que a sintese das duas formas de clorofila foi afetada

de forma coordenadaem H. impetiginosus .

A reducdo nos pigmentos observada nas plantas submetidas a m-TP a 2,5 uM
pode comprometer o potencial fotossintético das plantulas, e consequentemente afetar de
forma negativa tanto o cultivo in vitro quanto a aclimatacdo. Em contrapartida, o

desempenho consistente do BAP refor¢a sua viabilidade como regulador primario em
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protocolos de multiplicacdo, ao favorecer ndo apenas a brotagdo, mas também a qualidade

fisioldgica das plantulas.

4.3 As Citocininas m-TP e BAP nao alteram a fluorescéncia da clorofila de
plantulas de Handroanthus impetiginosus em cultivo in vitro

A fluorescéncia da clorofila, reemissdo de luz por moléculas excitadas de
clorofila, ¢ amplamente utilizada como ferramenta ndo destrutiva para avaliar a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema II (PSII) e detectar sinais precoces de estresse fisiologico em
plantas (Rohacek et al., 2008). Alteracdes nos parametros de fluorescéncia refletem o
balanco entre os processos de captura de luz, conversao de energia e dissipacao térmica,
portanto, variaveis especialmente uteis para caracterizar respostas adaptativas em
condigoes de cultivo in vitro.

No presente estudo, plantulas de H. impetiginosus mantidas em meio
suplementado com diferentes concentragdes de BAP ou m-TP nao apresentaram
diferengas significativas nos principais parametros de fluorescéncia da clorofila, como
Fo, Fv, Fm, Fv/Fm e PI, cujos valores permaneceram dentro da faixa fisioldgica
considerada ideal para PSII funcional (Fv/Fm = 0,83). No entanto, foi observada uma
reduc¢do significativa em RC/ABS nas plantulas submetidas ao tratamento com 5 uM de
m-TP, o que indica menor nimero de centros de reacdo ativos em relacdo a energia
absorvida. Essa reducdo sugere um desacoplamento parcial entre a absorcao de luz e o
uso eficiente dessa energia no PSII, o que pode refletir um ajuste fino, ou uma resposta
de contengdo ao excesso de energia luminosa captada. Todavia, esse efeito ndo foi
observado nos tratamentos com BAP, cujos valores de RC/ABS permaneceram estaveis.

Embora a redu¢do de RC/ABS sob m-TP ndo tenha impactado diretamente a
eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) ou o indice de performance (PI), pode ter ocorrido
um estresse fisiologico leve e momentaneo, ainda que todas as condi¢des de cultura
estavam controladas, ou ainda, pode ter ocorrido uma reorganizacdo do aparato
fotossintético em resposta ao tipo de citocinina. Esse comportamento pode refletir a
capacidade das plantas de ajustar a fotoprote¢ao e o uso da energia luminosa de maneira
especifica ao regulador presente no meio.

Concentragdes elevadas de BAP (>10 uM) podem causar efeitos residuais
negativos sobre o PSII, incluindo redug¢ao em Fm, Fv, Fv/Fm e PI(ABS), além de aumento
em ABS/RC e DIo/RC, o que caracteriza desequilibrio entre absorc¢ao e utilizagdo de

energia, aumento da dissipagdo térmica e possivel inativagdo de centros de reac¢do (Souza
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et al., 2019; Martins et al., 2018). Embora esses efeitos ndo tenham sido detectados nas
plantulas de H. impetiginosus neste estudo, devido as concentragdes moderadas de BAP
utilizadas, os dados ressaltam a importancia de selecionar cuidadosamente o tipo e a dose
da citocinina para preservar a funcionalidade fotossintética.

A m-TP, por sua vez, t€m sido considerada uma alternativa promissora a BAP,
com efeitos positivos sobre a multiplicagdo e menor ocorréncia de anomalias como
hiperidricidade e disturbios no enraizamento (K6szeghi et al., 2014; Souza et al., 2019).
Contudo, estudos anteriores focaram em parametros morfofisioldgicos e bioquimicos e
ndo abordaram diretamente os efeitos da m-TP sobre a fluorescéncia da clorofila. A
presente observagao de alteracdo em RC/ABS associada a m-TP sugere que esta citocinina
também pode modular sutilmente a estrutura funcional do PSII.

Em suma, os resultados indicam que, embora tanto BAP quanto m-TP nao
tenham comprometido a eficiéncia fotoquimica global das plantulas in vitro de H.
impetiginosus, a m-TP em 5 uM reduziu a densidade de centros de reagdo ativos por
unidade de energia absorvida. Isso refor¢a a necessidade de estudos adicionais sobre os
efeitos fotofisioldgicos da m-TP, ainda pouco relatados, sobretudo, considerando esta

citocinina como uma alternativa ao BAP em protocolos de micropropagacao.

44  Auxinas AIB e ANA influenciam na rizogénese de Handroanthus
impetiginosus cultivado in vitro

As auxinas ANA e AIB sdo reguladores essenciais na inducdo de raizes
adventicias em culturas in vitro, com efeitos variaveis conforme a espécie, concentracdo
e fase de desenvolvimento. Neste estudo, ambas influenciaram significativamente a
rizogénese em plantulas de H. impetiginosus, porém com respostas morfologicas
distintas.

O tratamento com 6 uM de ANA promoveu o maior nimero de raizes nas
plantulas de H. impetiginosus (Fig. 7A), mas com morfologia espessada e curta (Fig. 6).
Estes resultados indicam uma intensa atividade mit6tica, porém desorganizada,
provavelmente induzida por excesso de auxina exogena. Resultados semelhantes foram
observados por Zhang et al. (2025) no cultivo in vitro de segmentos caulinares de Lycium
barbarum, onde o uso de ANA induziu calos espessos e raizes curtas. Essa resposta esta
associada a capacidade do ANA de estimular divisdes celulares indiferenciadas,
especialmente em altas concentragdes, o que compromete a qualidade morfofuncional das

raizes.
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A massa seca e 0 volume radicular (Figs. 7D e7E) também foram superiores nas
plantulas dos tratamentos com ANA, que refletiu em intensa proliferacdo celular, no
entanto, ndo houve necessariamente uma funcionalidade radicular adequada. Em
experimentos com embrides de Paeonia lactiflora, Xin et al. (2025) também observaram
que a adicdo de ANA induziu formacdo de raizes associadas a calogénese, principalmente
quando aplicada em concentragdes moderadas a altas, o que reforca o papel do ANA
como indutor da fase inicial da rizogénese, mas limitante ao alongamento.

Por outro lado, o AIB na concentracdo de 6 uM proporcionou plantulas com
menor numero de raizes, todavia estas foram significativamente mais longas (Fig. 7B), e
morfologia mais organizada, o que indica uma diferenciacdo mais especializada e
potencial funcional superior. A eficicia do AIB € atribuida a sua estabilidade e baixa taxa
de degradacdo em meios de cultura, 0 que assegura sua acdo prolongada. A importancia
da dose adequada foi destacada por Adiba et al. (2022), que demonstraram que a
concentracdo de AIB é determinante para o tipo e qualidade da resposta radicular,
portanto, doses elevadas inibidoras e doses intermediarias sdo promotoras da formagéo
de raizes bem desenvolvidas.

O efeito do AIB na formacdo de raizes pode estar ligado ainda a modulacao dos
fitormdnios enddgenos. Yuan et al. (2025) evidenciaram essa dindmica ao mostrar que a
aplicacéo de AIB eleva os niveis internos de AlIA durante a inducdo e reduz esses niveis
nas fases de diferenciacdo, e evita a calogénese excessiva. A auséncia de calos e a
presenca de raizes longas e finas observadas neste estudo corroboram esse

comportamento.

No geral, os resultados indicam que o AIB promove um sistema radicular mais
funcional, portanto adequado para o posterior crescimento das plantas na fase ex vitro,
enquanto o ANA, embora potente na inducdo, gera estruturas espessadas e curtas, que séo

caracteristicas desfavoraveis para a aclimatacao.

O balanco entre auxinas e citocininas também deve ser considerado, visto que a
formacdo de calo e o tipo de organogénese dependem diretamente dessa relacdo.
ConcentragOes elevadas de auxinas, como ANA, tendem a favorecer calogénese,
especialmente quando ndo ha regulacao exdgena de citocininas (Zhang et al., 2025; Yuan
et al., 2025). Assim, o AIB se destaca como a auxina mais adequada para protocolos de
enraizamento de plantulas de ipé roxo, com menor risco de formagdo de estruturas

desorganizadas.
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Em sintese, os resultados demonstram que o ANA, em alta concentragéo,
estimula fortemente a proliferacdo de estruturas radiculares, mas com perda de
organizacdo, enquanto o AIB favorece a formacdo de raizes mais longas, delgadas e
potencialmente mais funcionais. Ambas as auxinas apresentam potencial para a
propagacao in vitro de H. impetiginosus, mas o AIB se mostra mais promissor para a
producdo de mudas com sistemas radiculares morfologicamente saudaveis para

aclimatacdo das plantas.

45  As auxinas ndo influenciam as varidveis de crescimento da parte aérea de
plantulas de Handroanthus impetiginosus cultivado in vitro

De modo geral, auxinas como AIB e ANA sdo amplamente estudadas por seu
papel na inducao de raizes e formagao de calos em cultivo in vitro (El1-Banna et al., 2023;
Kumar et al., 2024; Xin et al., 2025; Zhang et al., 2025). No entanto, estudos também
relatam efeitos sobre o crescimento da parte aérea.

A agdo do AIB nos brotos pode ser uma resposta genotipo-dependente. Em
romazeiras, concentragdes elevadas de AIB (~15 mM) aumentaram o comprimento dos
brotos em alguns cultivares, mas tiveram efeito inibitério em outros (Adiba et al., 2022).
Além disso, compostos com atividade auxinica ou sinérgica, como 6leos essenciais de
alecrim e tomilho, também demonstraram estimular a emissdo de brotos axilares. Em
morangueiro, o uso de Oleo essencial de alecrim (REO), que ¢ anédlogo a agdo de
hormonios como AIB e citocinina, induziu de 3 a 5 brotos axilares por explante (Chaouch
et al., 2025).

Em Paeonia lactiflora, o AIB ¢ comumente utilizado para indug¢do radicular, mas
sua combinagdo (9,8 uM de AIB) com carvao ativado promoveu plantulas mais vigorosas
e com folhas alongadas; enquanto concentracdes menores (2,5 e 4,9 uM) resultaram em
crescimento débil, folhas amareladas e enroladas (Xin et al., 2025). Hossain et al. (2016)
também observaram efeitos sinérgicos na indugao de folhas a partir de explantes foliares,
utilizando AIB (4,9 - 17,2 uM), contudo, em combinagdo com BAP (4,4 - 8,9 uM). Estes
estudos sugerem que, ao favorecer o desenvolvimento radicular, uma concentragdo
adequada de AIB pode repercutir positivamente no crescimento da parte aérea.

Ja o ANA, embora comumente associado a formagao de calos (Xin et al., 2025;
Zhang et al., 2025), tem sido utilizado em protocolos de regeneracao de brotos adventicios
(Chen et al., 2024; Zhang et al., 2025) e no desenvolvimento de plantulas. Em Lycium
barbarum, a combinagdo de BAP (0,44 pM) e ANA (0,27 uM) aumentou
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significativamente a emissao de brotos (Zhang et al., 2025). Em Paeonia lactiflora, a
associacdo de BAP, ANA e GA3 elevou as taxas de germinagdo e formagao de plantulas
(Xin et al., 2025). Concentragdes mais baixas de auxinas favorecem a diferenciagdo
radicular, enquanto niveis mais altos de citocininas promovem a formacao de brotos. O
ANA, por sua vez, desempenha papel chave tanto na formagao de calos, quanto no
desenvolvimento radicular (Zhang et al., 2025).

No presente estudo foi observado que as auxinas ANA e AIB nas concentragdes
de 0, 3 ¢ 6 uM ndo alteraram significativamente os parametros de crescimento:
comprimento da parte aérea (Figura 8A), didmetro do caule (Figura 8B), numero de folhas
(Figura 8C), numero de foliolos (Figura. 8D) e massa seca da parte aérea (Figura 8E) de
plantulas de H. impetiginosus apos 40 dias de cultivo in vitro. O padrao de crescimento
apresentado pelas plantas nas condicOes testadas sugere uma baixa sensibilidade as
auxinas exogenas nessa fase inicial; possivelmente devido a predominancia da regulagdo
endogena ou a priorizacdo do crescimento radicular, que respondeu de maneira mais
evidente aos reguladores aplicados. Estes resultados também indicam que as auxinas
utilizadas ndo comprometem o crescimento da parte aérea.

Do ponto de vista morfofisioldgico, esses resultados demonstram que a
aplicacdo exdgena de auxinas ndo constitui um fator limitante para o desenvolvimento da
parte aérea de H. impetiginosus nesta etapa da micropropagacdo, o que reduz a

necessidade de ajustes hormonais complexos nesse estagio.
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5 CONCLUSOES

A m-TP € uma citocinina que proporcionou plantulas para protocolos de
micropropagacdo de H. impetiginosuscom folhas bem formadas, menor incidéncia de
calos e maior estabilidade fisiologica. A citocinina BAP favoreceu multiplas brotacdes,
induziu calogénese em maior quantidade e plantulas hiperidricas e clorosas quando em

concentragOes elevadas, que comprometeu o desenvolvimento integral da parte aérea.

O AIB € a auxina mais indicada para a fase de formacao de sistema radicular
funcional em protocolo de micropropagacdo de H. impetiginosus. A rizogénese das
plantulas de H. impetiginosus foi modulada pelas auxinas testadas, o AIB promoveu a
formagdo de raizes longas e bem estruturadas. A auxina ANA, embora tenha induzido
maior nimero de raizes e massa radicular, resultou em estruturas espessas e curtas,
frequentemente associadas a calogénese, o que pode comprometer a funcionalidade e a

sobrevivéncia das plantas em condiges ex vitro.

Em protocolos de micropropagacéo do H. impetiginosus recomenda-se 0 uso de
m-TP como citocinina principal nas etapas de inducdo e multiplicacdo de brotagdes, e 0
AIB quando em concentra¢Ges moderadas, como uma auxina promissora para formacgéo
de raizes, tal combinacdo favorece a obtencdo de plantulas morfologicamente completas,
fisiologicamente estaveis e provavelmente com maior potencial de sobrevivéncia na fase

de aclimatacdo.
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CAPITULO 111

Modulacdo de respostas de crescimento, fisioldgicas e anatdmicas pelo elevado CO; e
suplementacdo de sacarose no cultivo in vitro de Handroanthus impetiginosus
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RESUMO

No cultivo in vitro de plantas, fontes de carbono como a sacarose, assim como a
ventilagdo associada a niveis elevados de CO:, podem influenciar a taxa fotossintética, o
padrdo estomatico e as caracteristicas de crescimento. Todavia, esses efeitos ainda sdo
pouco conhecidos em espécies lenhosas, como em Handroanthus impetiginosus=.
Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e anatdmicas em plantulas de H. impetiginosus sob influéncia de CO; elevado
e dosagens de sacarose. Segmentos de caule provindos de um banco de plantas
multiplicadas foram inoculados em meio WPMsuplementados com sacarose (0, 10, 20 g
L) e m-TP 5 uM, posteriormente, foram acondicionados em duas camaras climaticas
com concentragdo ambiente de CO2 (420 + 30 umol mol™) e com concentracio elevada
de CO2 (800 + 30 umol mol™). O tratamento com 10 g L™ de sacarose + 800 pmol mol ™
de CO2 maximizou o crescimento das plantulas e foi superior para a taxa fotossintética
liquida, a eficiéncia de carboxilagdo e a eficiéncia intrinseca do uso da &gua, no entanto,
reduziu a razdo da clorofila a/b, durante o cultivo in vitro de H. impetiginosus. Para as
variaveis de anatomia, o tratamento com 20 g L™ de sacarose + 800 pumol mol " reduziu
0s parénquimas do caule e o parénquima esponjoso do tecido foliar, mas aumentou o
indice e densidade estomatica, bem como a epiderme abaxial de H. impetiginosus.
Portanto, nossos resultados mostram que a interagdo entre fonte de carbono como a
sacarose e CO. atmosferico séo fatores-chave na micropropagacdo dessa espécie; que
demonstrou plasticidade anatdmica diante de ambientes com elevada concentragéo de
COz.

Palavras-chave: Fontes de carbono, cultura de tecidos, espécie lenhosa, fotoautotrofico,
fotomixotrofico.
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1 INTRODUCAO

O dioxido de carbono (CO2) desempenha um papel fundamental no crescimento
e desenvolvimento das plantas, especialmente em espécies lenhosas, onde atua como
substrato primario para a fotossintese (Fu et al., 2024). A exposi¢édo de plantas lenhosas
a niveis elevados de CO> tem promovido reducdes na condutancia estomatica e na taxa
de transpiragdo, a0 mesmo tempo em que aumenta a taxa fotossintética e a eficiéncia do
uso da agua (Bhargava; Mishra, 2022). O CO: elevado no cultivo in vitro melhora a
fotossintese, o acimulo de biomassa seca, a composicao da parede celular, bem como
respostas a nivel molecular e producéo de metabdlitos secundarios (Louback et al., 2021;
Fu et al., 2024; Lobo et al., 2022; Roy; Mathur 2024).

Embora diversos estudos tenham demonstrado os efeitos positivos do
enriquecimento de CO2 em condigdes ex vitro (Watanabe et al., 2008; Eberhardt et al.,
2015; Quick et al., 2025), ha escassez de pesquisas que avaliem seu impacto em
combinacdo com diferentes fontes de carbono exdgenas no cultivo in vitro de espécies
arboreas. Outro fator que precisa ser elucidado, sobretudo na propagacédo in vitro de
espécies arboreas, € a substituicdo ou reducdo substancialmente da sacarose,
especialmente aliada a ventilacdo e niveis elevados de CO3; pois isso pode favorecer o
aumento da taxa fotossintética, melhorar o padrdo estomatico e diminuir o0s custos e 0
risco de contaminacdo do meio basal (Wu et al., 2018; Ashrafzadeh; Leung 2021),
contudo, tais respostas podem variar de acordo com a espécie trabalhada. Uma arbdrea
de relevante importancia econémica e ameacada de extincdo (lucn, 2022) é o 0 ipé-roxo
(H. impetiginosus), no entanto, ndo ha pesquisas que abordem tanto a propagacao in vitro
em condi¢cbes de elevado CO», quanto a alteracdo da concentragdo da sacarose nas
condicdes de cultivo.

O ipé roxo é uma planta que apresenta germinacao de sementes cerca de 7-14
dias (Ferreira et al., 2020), o que facilita o estabelecimento de explantes uniformes para
estudos in vitro. Essa caracteristica, combinada a sua robustez como lenhosa pan-
neotropical, torna-o um modelo valioso para investigar a reducdo de sacarose e 0
enriquecimento de CO2 em protocolos de micropropagacao avangados. Além disso, 0 ipé
roxo pode ser uma espécie promissora para o estudo de plasticidade fenotipica de arvores
diante de mudancas climaticas. Assim, o ipé-roxo pode oferecer um sistema
funcionalmente representativo para otimizar metodologias fotoautotroficas em espécies

arboreas.
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Dessa forma, observa-se uma lacuna cientifica relevante quanto a compreenséao
dos efeitos do CO: elevado, isoladamente ou em combinacdo com a sacarose, no
desenvolvimento in vitro de espécies arbdreas. Investigar essa interagdo no cultivo de ipé
roxo pode contribuir para a otimizacdo dos protocolos de micropropagacdo e para o
avanco de sistemas inteligentes na producdo de mudas florestais. Este trabalho teve como
objetivo avaliar caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e anatdbmicas em plantulas de

Ipé roxo (H. impetiginosus) sob influéncia de CO- elevado e dosagens de sacarose.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Pléantulas de Handroanthus impetiginosus cultivadas em camaras
enriquecidas com COz2

Segmentos de caule (1,5 cm de comprimento), com uma folha inteira e um
meristema axilar pré-existente foram retirados de plantulas de Handroanthus
impetiginosus mantidas sob condi¢des fotomixotroficas e inoculados em meio de cultura
constituido por WPM com vitaminas e mio-inositol (100 mg L) (McCown’s Woody
Plant; Lloyd; McCown 1981) (L449, Phytotechnology Laboratories®, Kansas, United
States) suplementado com sacarose (0, 10 e 20 g L), agar bacterioldgico (5,5 g L™?)
(Dinémica, Brasil) e m-TP 5 pM. O pH do meio foi ajustado a 5.80 = 0.03 antes da
autoclavagem a 121 °C e 108 kPa durante 15 min. Os frascos foram vedados com tampas
de polipropileno com dois orificios de 10 mm de didametro cobertos com membranas
elaboradas segundo a metodologia de Saldanha et al. (2012).

O material vegetal foi acondicionado em duas camaras climéticas (Tecnal®, TE-
4002/3) com concentragdo ambiente de CO2 (420 + 30 umol mol™) e com concentragéo

elevada de CO2 (800 + 30 pmol mol™), por 35 dias de cultivo. Ambas as cAmaras
apresentavam renovacdo forgada de ar, mantidas em 25 + 2° C sob irradiancia de 100

umol m?2 s, 60% de umidade e fotoperiodo de 16 h.

2.2  Avaliacdo de parametros morfofisiologicos e anatbmicos de plantulas de
Handroanthus impetiginosus obtidas sob enriquecimento com CO:2

2.2.1 Parametros de crescimento

Foram avaliadas as varidveis morfoldgicas: comprimento da parte aérea (CAP),
diametro do caule (DC), numero de folhas (NF), namero de foliolos total por planta
(NFL), numero de n6s (NN), nimero de brotos (NB), massa seca da parte aérea (MSPA)
e area foliar (AF). Para a area foliar foram feitas fotografias, capturadas com camera
digital, das folhas individuais fixadas sobre papel milimetrado branco, as imagens foram
analisadas com o software ImageJ 1.49v (Schneider et al., 2012).

A massa da matéria seca foi obtida apds secagem do material vegetal
(acondicionado em sacos de papel Kraft) em estufa de circulagdo de ar forgcado

(Ambikontrol®, Novus, n1030) a 45 °C durante 72 h, até obtencdo de massa constante.
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2.2.2 Determinacdo dos pigmentos fotossintéticos

Para quantificacdo da clorofila a (ug cm™), clorofila b (ug cm™), carotenoides
(ng cm2), clorofila a/b e clorofila total (ug cm™2) foram extraidos trés discos foliares de
3 mm de didmetro da terceira folha totalmente expandida, contada a partir do apice e,
evitando as nervuras, para as folhas com mais de um foliolo foi selecionado o foliolo
central. As amostras foram imersas em 3 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, Isofar® Ltd.a,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) e mantidas no escuro por 48 h (Santos et al., 2008). A
absorbancia dos extratos foi determinada a 665 nm, 649 nm e 480 nm, com o auxilio de
um espectrofotdmetro UV-visivel (mono-feixe) (UV-M51; BEL Engineering Company,
Monza, Italia) em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho dptico. A quantidade de
pigmentos fotossintéticos foi calculada como indicado por Wellburn (1994).

2.2.3 Determinacao da fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila foi determinada a partir da terceira folha totalmente
expandida contada a partir do apice (para as folhas com mais de um foliolo foi selecionado
o foliolo central), utilizando um fluorimetro de luz ndo-modulado modelo Pocket PEA
Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King‘s Lynn, Norfolk); com o auxilio
de pinca foi realizada a adaptacdo do tecido foliar ao escuro por 30 minutos, para que
todos os centros de reacdo adquirissem a condicdo de abertos (Qa oxidada) (Bolhar-
Nordenkampf et al, 1989).

Através do fluorimetro ndo modulado, foram obtidas as medidas de
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia méaxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e o
indice de performance (PI). A partir dos valores de Fv e Fm foi determinada a relacao
Fv/Fm (rendimento quéntico méximo do fotossistema 1l) (Bolhar-Nordenkampf et al.,
1989). A inducéo da fluorescéncia foi feita por meio de um pulso de luz vermelha (650
nm) com duracio de dois segundos com intensidade de 600 W m (100% de intensidade),

obtido por meio de seis LEDS (Light Emitting Diodes), localizados na sonda do aparelho.

2.2.4 Trocas gasosas

A quantificacdo das taxas de assimilacdo liquida de CO. (A), condutancia
estomatica (gs), concentracdo interna de CO; (Ci), taxa de transpiracdo (E), razdo da
concentragéo intercelular de CO2 no ambiente (Ci/Ca), eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci)

e eficiéncia intrinseca de uso da agua (A/gs) foram realizadas utilizando-se um aparelho
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analisador de gas infravermelho (IRGA; Li-Cor 6400), acoplado a uma camara, com area
de anélises adaptada para 0,5 cm?, que permite o controle de luz, temperatura e
concentragdo de COz, na qual considerou-se primeira folha totalmente expandida de cada

planta, a partir do apice.

As avaliacdes foram feitas a partir de medidas pontuais sob intensidade luminosa
de 450 pmol m? st e temperatura de 28 + 2°C, umidade relativa de 60 + 5%, entre 9 e 12
horas (Cuzzuol 2003). A concentragdo de CO. dentro da cdmara foi de 360 pumol mol*
ou de 720 pmol mol™?, de acordo com o tratamento da planta em analise. As equacdes
para calcular a taxa de assimilagéo liquida de CO> (A), a taxa de transpiragédo (E) e a
condutancia estomatica seguem Caemmerer;Farquhar (1981). A eficiéncia do uso da dgua
(EUA) foi calculada como a relagéo entre a taxa de assimilacéo liquida dividida pela taxa
de transpiracdo (EUA = A/gs).

2.2.5 Andlise de parametros anatémicos

Para estimar a densidade e o indice estomatico, por meio da técnica de impressdo
da epiderme (Segatto et al., 2004), foi amostrada a epiderme da face abaxial do terceiro
par de folhas totalmente expandidas contadas a partir do apice. As impressdes da
epiderme foram realizadas com o auxilio de cola instantdnea de alta resisténcia
(SuperBonder®) e laminas para microscopia. Os parametros foram calculados a partir da
analise das imagens da impressdo capturadas em microscépio de luz (B20T, Bioptika,
Colombo, PR, Brasil) em objetiva 10X, com sistema U-photo, acoplado a uma camera
fotogréfica digital (CMOS-5.0, Bioptika, Colombo, PR, Brasil) e computador com
software Capture versdo 2.1., medido com o ImageJ®. Em cada lamina foram contados
trés campos de cada regifo da folha, na qual cada campo de visdo tinha 0,45 mm?. O
indice estomatico foi calculado conforme a formula de Cutter (1986), onde NE e CE

representam, respectivamente, nimero de estdmatos e nimero de células epidérmicas:

NE x 100
CE + NE
Para a densidade estomatica foi usada a seguinte formula, em que, Nese A

IE (%) =

representam, respectivamente, nimero de estbmatos e area do campo visual (geralmente

em mm?ou cm?):

=

est

DE =
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Para as avaliacbes micromorfométricas foram coletadas amostras da regido
mediana do terceiro par de folhas expandidas (contadas a partir do apice) e do caule entre
0 segundo e terceiro entrend para fixagdo em solugdo de FAA (Formalina: Acido acético:
Alcool etilico 50%, 1:1:18) (JOHANSEN, 1940). Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em série etilica gradual 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%
e 100% (v/v), por 1 hora em cada uma das soluc@es, e colocadas em resina acrilica
(Historesin; Leica Instruments, Jena, Germany).

Os cortes anatomicos transversais de 6 um de espessura foram obtidos a partir
de um micrétomo rotativo semiautomatico (MRP2015, Lupetec Tecnologia Aplicada,
Sdo Carlos, SP, Brasil). Posteriormente, os cortes foram corados com azul de toluidina
(pH 3,2) (Obrien; Mccully, 1981). As imagens foram capturadas com o auxilio de um
microscopio de luz (B20T, Bioptika, Colombo, PR, Brasil) com sistema U-photo,
acoplado a uma camera fotografica digital (CMOS-5.0, Bioptika, Colombo, PR, Brasil),
em objetiva de 10X e computador com software Capture verséo 2.1.

As medicOes na folha (espessura da epiderme das faces adaxial e abaxial,
espessura do parénquima palicadico, espessura do parénquima esponjoso e espessura do
feixe vascular da nervura central tv- transversal e Ig- longitudinal) e no caule (espessura
da epiderme, parénquima cortical, parénquima medular e feixe vascular) foram realizadas
em trés laminas, cada uma com quatro cortes, em cada corte foram amostrados trés

campos para obter a média dos valores.

2.2.6 Anadlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial, constituido de duas concentragbes de CO, [(A[CO2]) 420 + 30 pmol mol* e
(E[CO2]) 800 + 30 pumol mol™] e trés dosagens de sacarose (0, 10 e 20 g L™?). Para as
variaveis de crescimento, pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila foram
utilizadas 6 repeticbes com dois segmentos de caule por frasco, como unidade
experimental. Para as trocas gasosas, indice e densidade estomatica foram utilizadas 5
repeticdes, e para a micromorfometria foram 4 repeticdes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o
teste F e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de significancia. Para as varidveis de crescimento, pigmentos fotossintéticos,

fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas, indice e densidade estomatica foi utilizado
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programa Genes, versdo 1990.2018.39 (CRUZ, 2016). Para a andlise de
micromorfometria da folha e do caule foi utilizado o programa R, versdao 4.1.2 (R
Development Core Team, 2021).
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3 RESULTADOS

3.1 O CO:2 elevado em combinacdo com dosagens de sacarose influencia o
crescimento das plantulas de Handroanthus impetiginosus

As plantulas com 0 g L™ de sacarose, tanto na concentracgdo de 420, quanto 800
umol mol* de CO tiveram crescimento reduzido. Contudo, & medida que a concentragio
de sacarose no meio de cultura foi elevada para 10 e 20 g L™, independente das
concentragdes de CO», houve melhora progressiva no crescimento das plantas, que se
apresentaram alongadas e com maior nimero de folhas (Figura 1).

Em condicBes elevadas de CO, (800 pumol mol™) foi possivel observar o efeito
positivo da sacarose sobre as variaveis de crescimento (Figura 1). As plantas cultivadas
com 10 e 20 g L de sacarose, em 800 pmol mol™? de CO; apresentaram crescimento
vigoroso, com maior biomassa aparente, coloragcdo verde mais intensa e estruturas foliares
mais desenvolvidas, em comparacdo aos demais tratamentos. Cabe destacar que, tanto a
concentragdo de CO2, quanto a disponibilidade de sacarose, afetaram positivamente o
crescimento in vitro de ipé roxo, especialmente quando combinados em doses elevadas
(800 pmol mol de CO; e 10 g L de sacarose), proporcionando o melhor desempenho
das plantulas; portanto, sugere-se um efeito sinérgico entre a suplementacéo carbdnica e
o fornecimento de sacarose (Figura 1).

As variaveis de crescimento das plantulas de ipé roxo foram influenciadas pela
concentracdo de sacarose, dependendo do nivel de CO> usado. Plantas cultivadas sob 420
umol mol* exibiram maiores valores para 0 comprimento da parte aérea (CAP), didmetro
do caule (DC) e nimero de nds (NN) na presenca de sacarose (10 e 20 g L) (Figura 2A,
2B e 2D); porém, ao adicionar 20 g L deste carboidrato no meio de cultura diminuiu o
nimero de brotos (NB), com relacdo a 0 e 10 g L™ de sacarose (Figura 2E). Os
parametros: nimero de folhas (NF), area foliar (AF) e massa seca da parte aérea (MSPA)
ndo diferiram estatisticamente entre as trés dosagens de sacarose quando combinadas com
420 pumol molt de CO;; no entanto, condicdes fotoautotroficas (sem sacarose) se
mostraram menos favoraveis (Figura 2C, 2F e 2G).

Ao analisar o efeito da quantidade de sacarose em combinagdo com 800 pmol
mol™* de CO; observou-se que a presenca de sacarose no meio de cultura incrementa o
CAP, a AF e a MSPA (Figura 2A, 2F e 2G). O diametro do caule (DC) aumentou

conforme se elevou a dose de sacarose (Figura 2B). 10 g L™ de sacarose foi 0 que mais
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estimulou o desenvolvimento foliar, com um NF superior (Figura 2C). O NN e NB néo
diferiram para a concentracao de sacarose (Figura 2D e 2E).

Ao comparar o efeito dos niveis de CO., entre cada concentracdo de sacarose
empregada, observou-se que 0 CO- elevado (800 pumol mol™?) induziu maior DC e NB ao
utilizar 20 g L de sacarose (Figura 2B e 2E) e, apresentou significancia para o acimulo

de MSPA em plantulas cultivadas com 10 g L™ de sacarose (Figura 2G).

Sacarose (g L)
10

E
=
E
=
=
ON
O

Figura 1. Plantulas de Handroanthus impetiginosus propagadas in vitro, sob CO; elevado (420 e 800 pumol
mol) em combinacdo com dosagens de sacarose (0, 10 e 20 g L™!). Barras de escala: 2 cm.
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Figura 2. Parametros de crescimento em plantulas in vitro de Handroanthus impetiginosus ap06s 35 dias de
cultivo in vitro sob CO; (420 e 800 umol mol?) em combinagdo com dosagens de sacarose (0, 10e 20 g L
1. (A) comprimento de aérea; (B) didmetro do caule; (C) nimeros folhas; (D) nimero de nés; (E) nimero
de brotos; (F) area foliar; (G) massa seca da parte aérea. Letras mailsculas comparam os valores das
varidveis quanto ao COg, e as letras minisculas comparam as diferentes concentracdes de sacarose (Teste
Tukey; p <0,05). As barras representam o erro padrao (n= 6).
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3.2 O acumulo de pigmentos fotossintéticos em plantulas de Handroanthus
impetiginosuse pouco influenciado pelo incremento de CO:2 em sistemas
fotomixotroficos

Os teores de pigmentos fotossintéticos como a clorofila a, clorofila b,
carotenoides e clorofila total ndo foram influenciados pelas concentracdes de CO; e
sacarose (10 e 20 g L) (Figura 3A, B, D e E). Diferencas significativas foram observadas
apenas na razéo clorofila a/b, superior em plantulas sob 420 pmol mol™, em comparagio
com 800 pumol mol* de CO2, quando cultivadas com 10 g-L* de sacarose. Além disso,
este parametro variou com relacdo a concentracdo de sacarose, o qual apresentou

significancia com 10 g L™ de sacarose para o ambiente com 420 pmol mol* (Figura 3C).
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Figura 3. Pigmentos fotossintéticos em plantulas de Handroanthus impetiginosus apés 35 dias de cultivo
in vitro sob CO; (420 e 800 pmol mol™) em combinagéo com dosagens de sacarose (10 e 20 ¢ L'l). (A)
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clorofila a; (B) clorofila b; (C) clorofila a/b; (D) carotenoides; (E) clorofila total; sm: sem material vegetal.
Letras mailsculas comparam os valores das variaveis quanto ao COz, e as letras minGsculas comparam as
diferentes concentragdes da sacarose (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padréo (n= 6).

3.3 Sistemas fotomixotréficos pouco impactam a fluorescéncia da clorofila de
plantulas in vitro de Handroanthus impetiginosussob atmosfera com CO:2
elevado

A fluorescéncia inicial (Fo) (Figura 4A), fluorescéncia variavel (Fv) (Figura 4B),
fluorescéncia maxima (Fm) (Figura 4C), rendimento quantico maximo do fotossistema 11
(Fv/Fm) (Figura 4D) e o indice de desempenho (Pl) (Figura 4F) ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos avaliados. Apenas a energia absorvida por centro
de reacdo ativo (RC/ABS) (Figura 4E) apresentou diferenca estatistica quanto as
concentragOes de 10 e 20 g L'de sacarose em ambiente com CO; elevado (800 pumol mol
1, sendo superior em plantas cultivadas com a maior concentragéo de sacarose (Figura
4E).

86



Concentragédo CO,
B 420 pmol mol?

A B B 800 pmol mol?
6000 Aa 20000
Aa Aa
Aa
Aa 15000
4000
o =
T * 10000
2000
5000
s/im s/m
0 0
0 10 20 0
Sacarose (g L'1) Sacarose (g LY
C D
25000 Aa 0.8 Aa
Aa Aa A2 %
20000
Aa 0.6
E 15000 Aa £
Z 0.4
10000
5000 027
s/m
0 0.0
0 10 20 20
Sacarose (g L™ Sacarose QLY
E F
0.6 0.6
Aa
» 0.4+ 0.4+
s}
< —
o o
[
0.2+ 0.2
s/im s/m
0.0 0.0
0 0
Sacarose (gLh Sacarose (gLh

Figura 4. Fluorescéncia da clorofila em plantulas de Handroanthus impetiginosus ap6s 35 dias de cultivo
in vitro sob CO; (420 e 800 pmol mol™) em combinacdo com dosagens de sacarose (10 e 20 ¢ L'l). (A)
fluorescéncia inicial (Fo); (B) fluorescéncia variavel (Fv); (C) fluorescéncia méxima (Fm); (D) rendimento
quéantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm); (E) energia absorvida por centro de reacdo ativo (RC/ABS);
(F) indice de desempenho (PI); sm: sem material vegetal. Letras maiusculas comparam os valores das
variaveis quanto ao CO;, e as letras mindsculas comparam as diferentes concentra¢fes da sacarose (Teste
Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padrdo (n= 6).

3.4 O COz2 elevado em condigdes fotomixotrdficas modula as trocas gasosas de
plantulas in vitro de Handroanthus impetiginosus

Plantulas condicionadas & 800 pmol mol? de CO, com adigdo de 10 g L™ de
sacarose, em comparacdo com 400 pmol mol™ de CO, apresentaram valores superiores
para a taxa fotossintética liquida (Figura 5A), a eficiéncia de carboxilacdo (Figura 5F) e

a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (Figura 5G). Em contraste, estas plantas exibiram
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menor concentracgdo interna de CO- (Figura 5C) e inferior razéo da concentragédo de CO>
intercelular ambiente (Figura 5E); portanto, houve uma taxa de assimilacdo fotossintética
elevada, e a planta conseguiu utilizar de maneira eficiente o CO-, disponivel.

Ao comparar a concentracdo de sacarose adicionada ao meio de cultura,
evidenciaram-se diferencas estatisticas significativas a penas para a condutancia
estomatica (Figura 5B) e a taxa de transpiracdo (Figura 5D) das plantas cultivadas sob
400 pmol mol™* de CO, nas quais, 10 g L de sacarose incrementou estes parametros.
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Figura 5. Trocas gasosas em plantulas de Handroanthus impetiginosus apos 35 dias de cultivo in vitro sob

CO; (420 e 800 pumol mol?t) em combinagdo com dosagens de sacarose (10 e 20 ¢ L'l). (A) taxa
fotossintética liquida; (B) condutancia estomaética; (C) taxa de transpiracdo; (D) concentracdo interna de
CO; (E) razdo da concentracdo de CO; intercelular ambiente; (F) eficiéncia de carboxilagdo; (G) eficiéncia
intrinseca do uso da dgua; sm: sem material vegetal. Letras maitsculas comparam os valores das variaveis
guanto ao COg, e as letras mintsculas comparam as diferentes concentracGes da sacarose (Teste Tukey; p
<0,05). As barras representam o erro padrdo (n=5).
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3.5 O CO:z2 elevado em combinagdo com dosagens de sacarose impacta o indice e
densidade estomatica de Handroanthus impetiginosus

As folhas de Handroanthus impetiginosus apresentam epiderme com células
justapostas e presenca de tricomas nas duas faces; portanto, € considerada hipoestomatica,
com estématos anisociticos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 6).

A combinagéo de sacarose com CO2 em niveis elevados (20 g L™ + 800 umol
mol de CO,) estimulou a diferenciagido estomatica, evidenciada pelo aumento do
namero de estdbmatos e da densidade estomatica (Figura 6D).

Tanto o indice estomatico quanto a densidade estomatica variaram com relacao
ao fornecimento de sacarose, apenas na condi¢do de 800 pmol mol* de CO,, 0s quais
apresentaram os maiores valores na dosagem de 20 g L-* (Figura 7A). Ao comparar 0s
dois ambientes de CO», entre as quantidades de carboidrato adicionadas ao meio de
cultura, houve diferenca estatistica nas plantas cultivadas com 20 g L™, em que a
atmosfera com 420 umol mol™ de CO; induziu os menores resultados, em comparagdo
com CO; elevado (800 pumol mol™?) (Figura 7).
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Figura 6. Indice estomatico e densidade estomatica de Handroanthus impetiginosus apos 35 dias de cultivo
in vitro sob CO; (420 e 800 umol mol*) em combinagdo com dosagens de sacarose (10 e 20 g L). CE:
célula epidérmica; ES: estbmato. Barras de escala: 200 pm.
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Figura 7. indice estomatico e densidade estomética de plantas de Handroanthus impetiginosus apds 35
dias de cultivo in vitro sob CO; (420 e 800 umol mol*) em combinagdo com dosagens de sacarose (10, 20
g-L1). (A) indice estomatico; (B) densidade estomatica; sm: sem material vegetal. Letras maiGsculas
comparam o0s valores das varidveis quanto ao CO,, e as letras minUsculas comparam as diferentes
concentragdes de sacarose (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padrao (n=5).

3.6 Aspectos anatdbmicos de folha e caule de Handroanthus impetiginosus séo
influenciados pelo CO2 elevado em combinag&o com a sacarose

As secdes transversais das folhas de Handroanthus impetiginosus mostram uma
epiderme uniestratificada, tanto na face adaxial quanto na face abaxial, ambas epidermes
sdo dorsiventrais. O mesofilo € composto por apenas uma camada de parénquima

palicadico e uma camada de parénquima esponjoso. A folha exibe tricomas peltados em
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ambas faces, caracteristica tipica da familia Bignoniaceae. Na nervura central, o feixe
vascular é colateral, com o xilema e floema opostos um ao outro.

As folhas das plantulas cultivadas na concentracdo de CO> elevado (800 pumol
mol™?) apresentaram epiderme abaxial mais espessa, bem como feixes vasculares mais
expandidos e maiores espacos intercelulares no parénquima esponjoso. Em contrapartida,
aquelas cultivadas em 420 pmol mol™ de CO; revelaram maior expansio do parénquima
esponjoso. A epiderme adaxial e o parénquima paligddico mantiveram-se uniformes em

ambos ambientes de CO; (Figura 8).
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Figura 8. Secdes transversais de folhas de plantas de Handroanthus impetiginosus apés 35 dias de cultivo
in vitro sob CO; (420 e 800 pumol mol*) em combinagdo com dosagens de sacarose (10, 20 g L1). A, C, E,
G: nervura central; B, D, F, H: limbo ou mesofilo. Eax: epiderme adaxial; Eab: epiderme abaxial; FI:
floema; PE: parénquima esponjoso; PP: parénquima pali¢adico; Tr: tricoma; Xi: xilema; ponta de seta
ressalta espacos intercelulares. Barras = 100 pm.

A espessura da epiderme adaxial e do parénquima paligadico ndo foram alterados

pelos niveis de CO2, nem pela dose de sacarose adicionada ao meio de cultura (Figuras
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9A e 9C). O aumento da concentragdo de CO2 promoveu espessamento significativo da
epiderme abaxial nas doses de 10 e 20 g L ™! de sacarose (Figura 9B).

As plantulas cultivadas sob 20 g L de sacarose apresentaram diferenca
estatistica significativa na espessura do parénquima esponjoso, ao comparar as duas
atmosferas de CO; testadas, as plantulas expostas a concentracdo ambiente de CO; (420
umol mol™) apresentaram maiores valores (Figura 9D).

Em relacédo aos tecidos vasculares, houve interacdo significativa para os fatores.
A concentracdo de sacarose no meio de cultivo influenciou no tamanho dos feixes
vasculares, a penas nas plantulas sob 420 pmol mol™ de CO2, nas quais 20 g L™ de
sacarose aumentou significativamente a espessura dos feixes vasculares em ambas as
direcdes analisadas (transversal e longitudinal) (Figuras 9E e 9F). Em condig¢des de CO-
elevado ndo houve diferenca significativa entre 10 e 20 g L™ de sacarose. Ao comparar
os dois niveis de CO, usados, entre cada dose de carboidrato, evidenciou-se diferenga
estatistica entre eles para as plantas cultivadas com 10 g L™ de sacarose; nas quais, 0
tamanho do feixe vascular no sentido transversal e longitudinal foi superior sob 800 pumol
mol™* de CO; (Figura 9E e 9F).
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Figura 9. Parametros medidos em cortes transversais das folhas de plantulas de Handronthus impetiginosus
apos 35 dias de cultivo in vitro sob CO; (420 e 800 pmol mol*) em combinagdo com dosagens de sacarose
(10, 20 g-L'l). (A) epiderme adaxial; (B) epiderme abaxial; (C) parénquima pali¢adico; (D) parénquima
esponjoso; (E) feixe vascular tv - transversal-; (F) feixe vascular Ig- longitudinal. Letras maiusculas
comparam os valores das varidveis quanto ao CO,, e as letras minUsculas comparam as diferentes
concentragdes de sacarose (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padrio (n = 4).

Os cortes transversais do caule de ipé roxo revelaram células bem definidas e
justapostas e a presenca de varios tricomas tectores; a parede dos feixes vasculares foi
mais densa nas plantulas cultivadas com 10 e 20 g-L™! sob 800 umol mol™* de CO- (Figura
10)
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Figura 10. Sec@es transversais do caule de plantas de Handroanthus impetiginosus apds 35 dias de cultivo

in vitro sob CO; (420 e 800 pmol mol*) em combinagdo com dosagens de sacarose (10, 20 g-L'l). Ctx:
cortex; Ep: epiderme; FI: floema; Md: medula; Tt: tricoma tector; Xi: xilema. Barras = 50 um.

A espessura da epiderme e o do feixe vascular do caule ndo foram alterados pelos
tratamentos testados (Figura 11A e 11D). A concentracdo de sacarose nao influenciou
nos parametros anatémicos do caule analisados, independentemente do nivel de CO2. Ao
comparar as duas atmosferas de CO: investigadas, 0 aumento da concentracdo de CO-
(800 pmol mol™) reduziu significativamente a espessura do parénquima cortical na
dosagem de 20 g L de sacarose; enquanto o parénquima medular apresentou menor
espessamento para ambas as dosagens (10 e 20 g-L™* de sacarose) no mesmo nivel de CO;
(Figura 11B e 11C).
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Figura 11. Parametros medidos em cortes transversais de caule de plantas de Handronthus impetiginosus
apos 35 dias de cultivo in vitro sob CO; (420 e 800 pmol mol) em combinagdo com dosagens de sacarose
(10,2090 L'l). (A) epiderme; (B) parénquima cortical; (C) parénquima medular; (D) feixe vascular. Letras
mailsculas comparam os valores das variaveis quanto ao CO,, e as letras minasculas comparam as
diferentes concentragdes de sacarose (Teste Tukey; p < 0,05). As barras representam o erro padrdo (n = 4).
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4 DISCUSSAO

4.1 O CO2 elevado em combinacdo com dosagens de sacarose influencia o
crescimento das plantulas de Handroanthus impetiginosus

As pléantulas de Handroanthus impetiginosus responderam de forma positiva as
variagBes nas concentracdes de CO- e sacarose; foi evidente a interacdo sinérgica entre a
combinag&o de 800 umol mol™ de CO, com 10 g L™ de sacarose. Todavia, 0 crescimento
das plantulas foi limitado na auséncia de sacarose (0 g L) (condigdo fotoautotrofica),
independentemente do nivel de CO- isso evidencia a dependéncia de uma fonte exdgena
de carbono no cultivo in vitro de ipé roxo, 0 que caracteriza um comportamento
predominantemente fotomixotréfico (Figura et al., 2019).

A presenca de sacarose (10 e 20 g L) favoreceu o comprimento da parte aérea
(CAP), didmetro do caule (DC) e nimero de nds (NN) nas plantulas de ipé roxo cultivadas
sob 420 pmol mol™. Enquanto que na atmosfera com 800 pmol mol~de CO; incrementou
0 CAP, a éarea foliar (AF), o DC e a massa seca da parte aérea (MSPA); no entanto, o
nimero de folhas (NF) foi superior com 10 g L™ de sacarose. Esses resultados sugerem
que a sacarose favoreceu tanto o alongamento, quanto a ramificacdo dos caules, devido
que este carboidrato ndo atua apenas como substrato energético, mas também como um
sinalizador metabdlico capaz de modular a expressao génica relacionada ao crescimento
vegetal (Ashraf et al., 2025). Por outro lado, o ambiente enriquecido com CO;
potencializa a assimilacdo de carbono, mesmo em condic¢des controladas, principalmente
quando ha luminosidade disponivel. O acumulo de biomassa em ipé roxo foi favorecido
pela presenca de sacarose, evidenciando sua importancia como fonte complementar de
carbono. Esse efeito possivelmente se deve a limitacdo da fotossintese enddgena em
condicgdes in vitro, nas quais o aporte externo de carbono torna-se essencial para o
crescimento vegetal (Cossa et al., 2024).

O DC, por sua vez, mostrou maior sensibilidade a concentracdo mais elevada de
sacarose (20 g L), especialmente sob 800 pmol-mol de CO.. Esse aumento pode refletir
uma maior deposi¢do de lignina e espessamento dos tecidos de sustentacdo, fendbmeno
associado a disponibilidade energética elevada e a intensificacdo do metabolismo
estrutural.

Nossos resultados demonstram efeito sinérgico entre o enriquecimento
carbonico e a suplementagdo energética via adigdo exdgena de sacarose ao meio de

cultura, que favoreceu tanto o crescimento vegetativo quanto a expansdo foliar das
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plantulas de ipé roxo. A resposta negativa quanto ao crescimento das plantas em
condicdes de 0 g L de sacarose, mesmo com alta concentragdo de CO, reforca a
insuficiéncia da capacidade fotossintética no estagio inicial do seu desenvolvimento,
indicando que H. impetiginosus requer suplementacdo exdgena de carbono para manter o
crescimento em condic@es in vitro.

Estudos com outras espécies confirmam a relevancia da sacarose no cultivo in
vitro. Em Origanum majorana, 15 g L™ de sacarose promoveu maior alongamento e
acumulo de biomassa, enquanto 7,5 g L™ estimulou a brotacio (Cossa et al., 2024). Em
Bambusa vulgaris, 30 g L™ foi essencial para a sobrevivéncia e o vigor das plantulas
(Gongalves et al., 2023). Em pesquisas realizadas com inhame (Dioscorea rotundata),
concentragOes elevadas de sacarose (60 - 90 g L) estimularam a formagdo de
microtubérculos e 0 acimulo de massa, especialmente em associacdo com acido abscisico
(Suarez & Otero, 2016). J4 em Samanea saman, a reducdo da concentracdo de sacarose
em ambiente enriquecido com CO resultou em maior crescimento e desenvolvimento
radicular (Mosaleeyanon et al., 2004). Todos esses achados sugerem que a dose ideal de
sacarose varia em funcdo da capacidade fotossintética da espécie e das condicdes
ambientais.

A resposta observada no ipé roxo justifica-se pela natureza fotomixotrofica das
plantulas cultivadas in vitro, que dependem da adi¢cdo de uma fonte externa de carbono
ao meio de cultura para suprir suas exigéncias metabdlicas durante os estagios iniciais de
desenvolvimento. A combinagdo de CO: elevado com concentracbes moderadas de
sacarose proporcionou um ambiente favoravel, tanto para o fornecimento energético,
quanto para a sinalizacdo metabdlica que regula o crescimento e a diferenciacao celular.
Essa interacdo sinérgica, que se refletiu em ganhos morfofisioldgicos consistentes,
reforca a importancia de ajustar os niveis de carbono organico e inorganico no
microambiente in vitro conforme a fisiologia especifica da espécie. Estes resultados
ressaltam a importancia da otimizacdo de protocolos de micropropagacéo para a especie.

4.2 O acumulo de pigmentos fotossintéticos em plantulas de ipé roxo é pouco
influenciado pelo incremento de CO2em sistemas fotomixotroficos

Os teores estaveis de clorofilas e carotenoides observados nas plantulas de H.
impetiginosus sugerem que, sob as condi¢des fotomixotréficas avaliadas, tanto 0 aumento

da concentragio atmosférica de CO, (de 420 para 800 umol mol™?), quanto o incremento
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de sacarose exogena (10 e 20 g L) pouco influenciam a producdo de pigmentos
fotossintéticos. Tais resultados podem ser explicados pela propria natureza do cultivo in
vitro, que é caracterizado por ambiente altamente controlado, baixa luminosidade,
auséncia de flutuacdes de fotoperiodo, e disponibilidade constante de carboidratos, que
reduzem a dependéncia da fotossintese como via priméaria de obtencdo de energia e
carbono.

Em Samanea saman foi verificado sensibilidade acentuada, com reducgéo na
clorofila total em meios ricos em sacarose (Mosaleeyanon et al., 2004); enquanto que em
Persea americana, Jian & Ishii (2012) ndo houve diferenca significativa nos pigmentos
sob diferentes niveis de sacarose. Em Phalaenopsis, espécie com metabolismo CAM, o
CO: elevado combinado a sacarose promoveu aumento na razdo clorofila/carotenoides
(Yoon et al., 2009), indicando que a resposta pode variar também conforme a via
fotossintética predominante. Portanto, é possivel afirmar que os efeitos da sacarose sobre
0s pigmentos sdo altamente espécie-especificos. Contudo, o efeito da auséncia de
sacarose sobre a biossintese de pigmentos fotossintéticos ndo foi verificado neste
trabalho, uma vez que a biomassa e desenvolvimento foliar das plantulas de ipé roxo
foram insuficientes para a extracdo destes metabdlitos.

Por outro lado, diversos estudos indicam que o enriquecimento de CO. em
sistemas com ventilagdo eficiente ou membranas permedveis a gases pode elevar a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos (Cossa et al., 2024; Yoon et al., 2009). No
presente estudo o incremento de CO> ndo alterou o contetido de clorofila a e b, clorofila
total e carotenoides em plantulas de ipé roxo, possivelmente o sistema de ventilacéo
utilizado (tampas com dois orificios de 10 mm de didmetro coberto por membranas
porosas) ainda limita a taxa de troca gasosa dentro dos frascos de cultivo. Em Origanum
majorana, por exemplo, o uso de quatro membranas porosas permitiu acumulo
significativamente maior de clorofilas e carotenoides, em comparagdo com sistemas sem
membranas (Cossa et al., 2024); em variedades crioulas de batata, 0 uso de recipientes
plasticos equipados com filtro HEPA aumentou o teor de clorofila nas folhas (Vollmer et
al., 2024), reforcando a importancia da ventilagdo para se alcancar os efeitos benéficos
do COa.

A variacdo observada na relacdo clorofila a/b, ao comparar as duas atmosferas
de CO2 (420 e 800 umol mol™), particularmente no tratamento com 10 g L* de sacarose,
pode indicar uma modulagdo fina da composicdo dos complexos antena dos

fotossistemas, com possivel reorganizagdo do fotossistema Il em resposta &
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disponibilidade relativa de carbono externo e CO. atmosférico. Um aumento nessa
relacdo esta frequentemente associado a reducdo proporcional de clorofila b, o que reflete
um ajuste na captacdo de luz, especialmente em condi¢Ges em que a fotossintese ndo é
completamente inibida, mas também ndo é exigida como via principal, um
comportamento tipico de plantas crescidas sob condi¢des fotomixotroficas.

Do ponto de vista fisiologico, a presenca de sacarose no meio atua ndo apenas
como substrato energético e osmatico, mas também como sinal metabdlico. Para alguns
autores, a suplementacdo com sacarose pode reprimir genes associados a assimilacédo
fotossintética e aos pigmentos relacionados, especialmente sob enriquecimento com CO>
(Mosaleeyanon et al., 2004; Jian & Ishii, 2012). A auséncia de incrementos significativos
em pigmentos fotossintéticos nas condicfes testadas, portanto, é coerente com esse
padrdo de repressdo metabolica, tipico de culturas em meio com sacarose, onde o CO>
elevado ndo necessariamente se traduz em maior fotossintese liquida, devido a baixa
demanda por producéo autétrofa de agucares.

E relevante destacar que a estabilidade nos niveis de carotenoides, pigmentos
associados a dissipacdo de energia e protecdo contra estresse oxidativo, indica que as
plantas ndo estavam submetidas a estresses luminotrépicos ou oxidativos relevantes. A
homogeneidade do ambiente in vitro limita significativamente a variabilidade fotofisica,
0 que pode atenuar os efeitos esperados do CO> elevado sobre a maquinaria fotossintética
(Jian & Ishii, 2012; Verma et al., 2025).

Os resultados obtidos com o ipé roxo reforcam a ideia de que a interacéo entre
CO2 e sacarose em condicBes in vitro é modulada pela fisiologia da espécie, pela
ventilacdo do sistema, e pelas condicdes ambientais impostas. A estabilidade dos
pigmentos sugere que a suplementacdo com CO; s terd efeito significativo na presenca
de maior demanda fotossintética, ou seja, sob condi¢des que promovam maior autotrofia

funcional, como reducéo da sacarose ou uso de sistemas com melhor troca gasosa.

4.3 Sistemas fotomixotréficos pouco impactam a fluorescéncia da clorofila de
plantulas in vitro de ipé roxo sob atmosfera com CO: elevado

A auséncia de efeitos significativos do CO. elevado e das diferentes
concentragdes de sacarose (10 e 20 g L) sobre os pardmetros da fluorescéncia Fo, Fv,
Fm, Fv/Fm e PI (Figura 4A—F) indica que o aparato fotoquimico do fotossistema Il (PSII)

das plantulas de H. impetiginosus manteve-se funcional e estruturalmente estavel nas
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condi¢cdes fotomixotroficas avaliadas. Esse padrdo sugere que a integridade dos
complexos antena e dos centros de reacdo do PSII ndo foi comprometida nem pelo
enriquecimento com CO2 nem pelo incremento de carbono exdgeno via sacarose.

Os valores de Fv/Fm utilizados como indicadores da eficiéncia maxima do PSII
sob condicdes ideais sdo em torno de 0,80 - 0,83 (Maxwell; Jhonson, 2000 Taiz et al.,
2017), neste trabalho oscilaram entre 0,60 e 0,70 sugerindo um leve estresse para esse
tratamento, porém sem comprometer o desenvolvimento das plantulas de H.
impetiginosus durante os 35 dias de cultivo in vitro. De modo consistente, os valores de
Fo, Fv e Fm, relacionados a absor¢do e emissdo de energia pela clorofila a néo
apresentaram variag0es significativas, indicando que o ambiente controlado do cultivo in
vitro do ipé roxo, aliado ao fornecimento continuo de sacarose, tamponou respostas
sensiveis as variac@es na disponibilidade de CO..

Entretanto, o parametro RC/ABS, que representa a densidade de centros de
reacdo ativos em relacdo a energia absorvida, exibiu varia¢des significativas sob 800
umol-mol™ de CO,, em ambas as concentragdes de 10 e 20 g Lde sacarose (Figura 4E).
Essa resposta pontual pode refletir uma reorganizacéao funcional do aparato fotossintético,
possivelmente associada a modulacdo redox intracelular ou a sinalizagdo mediada por
acucares. A queda de RC/ABS nas plantulas cultivadas com 10 g L, em comparagio
com o aumento com 20 g L, sugere que concentragBes intermediarias de sacarose em
presenca de CO> elevado podem induzir um feedback negativo na fotossintese, reduzindo
temporariamente a necessidade de centros de reacdo ativos. Por outro lado, 0 aumento
observado RC/ABS nas plantas cultivadas com 20 gL pode estar relacionado a ativagdo
de vias anabdlicas ou de armazenamento que exigem maior producéo de ATP e NADPH,
reativando centros anteriormente inativos. Essa hipotese € respaldada por evidéncias de
que a sacarose, além de atuar como fonte energética, exerce papel sinalizador na
regulacdo da expressao génica relacionada a fotossintese e ao metabolismo secundario
(Cossa et al., 2024).

A estabilidade do indice de performance (PI), que integra diferentes aspectos da
atividade fotossintética, reforga a robustez do aparato fotossintético frente as condi¢des
testadas. Apesar de alteracBes pontuais, o desempenho global manteve-se estavel,
indicando um equilibrio funcional entre o suprimento de carbono exdgeno e a regulacéo
enddgena da atividade fotossintética (Verma et al., 2025).

No caso de plantulas de Phalaenopsis, observou-se um aumento de 14% na

relacdo Fv/Fm sob enriquecimento com CO: durante o cultivo in vitro. Contudo, ao final
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do periodo experimental, ndo foram detectadas diferencas significativas entre as
combinag0es de tratamento envolvendo CO: e sacarose (Yoon et al., 2009). A literatura
sugere que os efeitos dessas variaveis estdo mais associados ao metabolismo de reservas
e a adaptacao pos-transferéncia para 0 ambiente ex vitro, do que a alteracdes imediatas na
eficiéncia do PSII (Verma et al., 2025; Cossa et al., 2024; Yoon et al., 2009).Em suma,
os dados obtidos com H. impetiginosus indicam que o aparato fotossintético mantém sua
estabilidade funcional sob diferentes regimes de CO- e sacarose, com respostas discretas
apenas em parametros especificos como RC/ABS. Essa resiliéncia pode refletir a
capacidade adaptativa da espécie ao ambiente in vitro, contrastando com respostas mais
sensiveis observadas em outras espécies, como Phalaenopsis, e destacando a importancia

de abordagens espécie-especificas..

4.4 O CO: elevado em condicdes fotomixotroficas modula as trocas gasosas de
plantas in vitro ipé roxo

Os resultados observados quanto as trocas gasosas das plantulas de
Handroanthus impetiginosus demonstraram que a aplicagdo exdgena de sacarose, e 0
enriquecimento com CO; influenciou na fotossintese. A adi¢do de 10 g L™ de sacarose
promoveu um aumento significativo na taxa fotossintética liquida (A), tanto sob 420
quanto 800 umol mol™ de CO,. A sacarose, além de fornecer energia metabdlica, atua
como molécula sinalizadora que regula genes associados a assimilacdo de carbono (EI-
Banna et al., 2024; Guan et al., 2024). No entanto, a auséncia de um aumento adicional
com 20 g L™ sugere que ha um limiar fisiol6gico, acima do qual o excesso de sacarose
desencadeia mecanismos de inibicdo por retroalimentacdo, conforme descrito por
Mosaleeyanon et al. (2004) e Jian & Ishii (2012).

A condutancia estomatica (gs) e a taxa de transpiracdo (E) apresentaram
reducdes significativas apenas no tratamento com 20 g L™ sob 420 pmol mol™de CO,, 0
que reflete possiveis efeitos osmoticos que levam ao fechamento estomatico. Esse
fechamento pode ser resultado do acumulo de aglcares nas células-guarda ou de
alteracdes no balanco redox, que limita o fluxo de CO para o mesoéfilo e prejudica a
assimilacdo de carbono (Liang et al., 2025). Por outro lado, estes resultados indicam que
uma dosagem menor de sacarose no meio de cultivo pode aumentar a condutancia
estomatica e a taxa de transpiracdo em ipé roxo.

A concentragdo interna de COz (Ci) foi significativamente menor nas plantas
expostas a 800 pumol mol™ de CO, com 10 g L™ de sacarose, o que indica maior taxa de
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fixacdo de carbono e eficiéncia fotossintética; isto sugere que ha uma taxa de assimilacéo
fotossintética elevada, e que a planta consegue utilizar de maneira eficiente esse COs..
Esse padrdo € confirmado pela reducéo da relacdo Ci/Ca e pelo aumento da eficiéncia de
carboxilacéo (A/Ci), que refletem na maior atividade da Rubisco e maior funcionalidade
do ciclo de Calvin (Jair & Ishii, 2012). Além disso, a eficiéncia intrinseca do uso da agua
(A/gs) aumentou em tais condic¢des, 0 que sinaliza um metabolismo mais eficiente e
adaptativo em condicGes de estresse hidrico potencial.

Embora a sacarose seja essencial nesses sistemas fotomixotroficos,
concentracdes elevadas podem inibir a fotossintese ao reduzir a atividade da Rubisco,
estimular o acimulo de amido nos cloroplastos e desencadear respostas de feedback
negativo (Mosaleeyanon et al., 2004; Jian & Ishii, 2012). Estes resultados também foram
observados em diversos estudos com diferentes espécies, como Samanea Ssaman,
Phalaenopsis, Abacate e Acacia mangium, nos quais a adicao de sacarose reduziu a taxa
fotossintética ou ndo promoveu aumento de biomassa, mesmo em presenca de CO>
elevado.

Por outro lado, o enriquecimento atmosférico com CO; (por meio de ventilagdo
ou membranas permedveis a gases) demonstrou aumentar significativamente a taxa
fotossintética, eficiéncia do PSII (Fv/Fm) e captacdo liquida de CO2 em diferentes
espécies (Yoon et al., 2009; Cossa et al., 2024). Em alguns casos, o cultivo em condi¢des
fotoautotroficas (sem sacarose) com alto CO2 promoveu o melhor desempenho
fisioldgico, indicando que o fornecimento externo de carbono via sacarose pode ser mais
prejudicial do que benéfico quando o CO; esta disponivel em niveis adequados.

Dessa forma, os resultados deste estudo evidenciam que a adigdo moderada de
sacarose (10 g L) sob enriquecimento com CO2 (800 pmol mol?) atua como um
bioestimulante, o que promove maior assimilacdo de carbono, eficiéncia hidrica e
funcionamento fotossintético em plantulas de ipé roxo. Por outro lado, concentracfes
elevadas de sacarose limitam esses ganhos, mesmo em condic¢des de CO; elevado, o que
confirma a necessidade de um balanco preciso entre fonte exdgena de carbono e
condicGes atmosfeéricas.

Do ponto de vista aplicado, a combinagéo de baixa sacarose e alto CO> pode ser
explorada para promover o crescimento inicial de espécies arboreas em sistemas de
propagacdo in vitro voltados a restauracdo ecologica. A transi¢cdo para protocolos

fotoautotroficos, com ventilacdo eficiente e suplementagdo controlada de CO», pode
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representar uma abordagem mais sustentdvel e fisiologicamente eficiente para a

micropropagacao de espécies nativas como ipé roxo.

4.5 O CO:2 elevado em combinacdo com dosagens de sacarose impacta o indice e
densidade estomatica de ipé roxo

Houve interacdo significativa entre a concentragdo de CO, atmosférico e o
suprimento exdgeno de sacarose sobre o desenvolvimento estomético de ipé roxo, que
refletiu tanto no indice estomatico quanto na densidade estomética. O aumento do indice
estomatico com a aplicacdo de 20 g L™ de sacarose sob CO- elevado (800 pmol mol™),
indicou uma resposta sinérgica entre essas duas fontes de carbono, mediada por
mecanismos de sinalizacdo e ajustes morfofisiolégicos para otimizar a captacdo de CO>
mesmo que em um ambiente com maior disponibilidade energética.

A sacarose pode atuar diretamente nas células-guarda, e promover alteracdes
osmoticas ou modular vias de sinalizacdo como a da hexoquinase e do ABA, o que afeta
a dindmica de abertura e fechamento dos estomatos (Lima et al., 2018). A maior formagéo
de estdmatos sob as condi¢cbes com mais sacarose pode indicar um ajuste adaptativo que
visa maximizar o fluxo de CO> para a fotossintese, e aproveitar o suprimento abundante
de carbono tanto atmosférico quanto exogeno.

Curiosamente, 0 mesmo incremento na sacarose (20 g L) ndo proporcionou
efeito significativo nas plantulas sob 420 pumol mol? de CO2, 0 que sugere que a
concentragdo de CO2 menor representa um fator limitante, que inibe a atuacdo plena da
sacarose como promotora do desenvolvimento estomatico. Essa auséncia de resposta
pode refletir na necessidade de uma concentracdo limiar de CO. para ativar vias
metabdlicas ou genéticas envolvidas na diferenciacdo estomaética, corroborando com
outros autores que indicam a dependéncia da resposta ao CO, em relacdo a espécie e ao
contexto ambiental (Xu et al., 2016; Poole et al., 2000; Matkowski; Daszkowska, 2023).

A densidade estomética apresentou padrdo semelhante de resposta, com aumento
significativo apenas sob 20 g L™ de sacarose e CO> elevado. Estudos prévios indicam
que, de forma geral, 0 CO> elevado tende a reduzir a densidade estomatica (Xu et al.,
2016; Lima et al., 2018), possivelmente como estratégia de conservacdo de dgua. No
entanto, resultados contrarios foram observados, como aumento do indice estomatico sem
alteracdo da densidade (Poole et al., 2000), e os autores indicam que a resposta
morfologica dos estdmatos ao CO» é multifatorial e modulada por interacbes com outras

variaveis, como a presenca de sacarose no meio.
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A reducdo da densidade estomatica sob 800 umol mol™* de CO, com 10 g L™ de
sacarose foi relevante. Outros trabalhos apontam que elevadas concentracGes de sacarose
podem comprometer o funcionamento estomatico, favorecer o acimulo de agucares nos
tecidos e alterar o balanco hormonal, incluindo a ativacdo da via do ABA, que inibe o
desenvolvimento de estbmatos (Pinheiro et al., 2021; Lima et al., 2018). Além disso, altas
concentragdes de sacarose podem induzir alteracbes anatbmicas como estdmatos
anormais e reducdo na expressdo de genes fotossintéticos, o que reforga a importancia de
um balan¢o preciso na disponibilidade de carbono (Miranda et al., 2018; Matkowski;
Daszkowska, 2023).

Portanto, os resultados demonstram que a formacdo estomatica em ipé roxo
responde de maneira nao-linear a interacdo entre CO; e sacarose, assim, essa planta
expressa uma plasticidade anatdmica, que pode ser vantajosa em contextos de mudanca
climatica. A capacidade da espécie de modular densidade e indice estomatico sob
enriquecimento de CO., especialmente quando combinada com fonte energética exégena,
sugere um potencial adaptativo promissor para ambientes com atmosferas enriquecidas e

recursos limitados, como sistemas de micropropagacao ou regides sob impacto ambiental.

4.6 Aspectos anatbmicos de folha e caule de Handroanthus impetiginosus séo
influenciados pelo CO2 elevado em combinag¢éo com a sacarose

A anatomia da folha de ipé roxo revelou variacBes estruturais entre 0s
tratamentos com diferentes concentra¢des de CO- e sacarose. Sob CO> elevado, espera-
se que as plantas aumentem a assimilacdo de carbono através da fotossintese, o que leva
ao acumulo de acucares no interior dos tecidos foliares (Da Silva Fortirer et al., 2023). O
excesso de carbono dispara duas respostas principais nos tecidos epidérmicos: a expansao
celular e a reducédo na densidade e modulacéo da condutancia estomatica. No caso do ipé
roxo foi observada a expansao da epiderme abaxial, com o incremento da concentracao
de CO,, nas doses de 10 e 20 g L™ de sacarose, o que sugere uma maneira das plantas
otimizarem a funcdo foliar em condicGes de alta disponibilidade de carbono. Esse
resultado, quanto ao efeito do CO», € compativel com relatos de Masle (2000) e Liu et al.
(2022). Qutros trabalhos revelaram alteracdo epidérmica na face adaxial (Habermann et
al., 2019) e em ambas as faces (Driscoll et al., 2006; Soares et al., 2007). A epiderme
mais espessa confere maior robustez celular, o que faz com que a planta reduza a perda

de agua e suporte as variagdes ambientais.
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Em relacdo aos tecidos mesofilicos, ndo foi observada mudanca estrutural no
parénquima palicadico, mas a espessura do parénquima esponjoso foi menor com
enriquecimento de CO, (800 pumol mol™), sob 20 g L™ de sacarose. Os dados indicam que
a formacdo do parénquima esponjoso responde de forma mais eficiente ao CO2 ambiente,
desde que haja um suprimento adequado de sacarose no meio, como observado com a
dosagem de 20 g L™ de sacarose. Resultados contrarios foram reportados em plantas de
soja, em que tanto o parénquima palicddico como 0 esponjoso aumentaram
significativamente quando os niveis de CO, elevaram de 400 para 1000 pmol mol*
(Zengh et al., 2019). Todavia, meséfilos menos espessos ou proporcionais ao crescimento
vascular podem ocorrer, sugerindo alocacdo preferencial como a reorganizagédo
anatdmica em favor de transporte e suporte vascular na planta (Uprety et al., 2001).

A suplementacdo de 800 pmol mol? de CO, com dosagem de 10 g L* de
sacarose, em comparacéo com atmosfera com 420 umol mol™* de CO», favoreceu maior
largura e altura do feixe vascular; o que indica que o enriquecimento com CO., em
combinagdo com concentragcfes intermediarias de sacarose, intensifica a diferenciacao e
0 espessamento vascular. Especificamente no xilema, o CO; elevado aumenta a
assimilacdo de carbono, reduz a condutancia estomatica e, consequentemente, a taxa de
transpiracdo (Teng et al., 2006; Liu et al., 2020). Isso resulta em maior pressdo hidrica
nos vasos e favorece o crescimento secundario e espessamento dos elementos vasculares,
associados ao aumento de didametro de vasos e parénquima adjacente, 0 que ndo ocorreu
com as plantulas de ipé roxo.

Ja no floema, o0 aumento da intensidade fotossintética sob altas concentragdes de
CO: intensifica a producdo de sacarose, favorecendo o carregamento e os gradientes de
pressdo-turgor nas células crivadas (Ainsworth et al., 2018). Esse estimulo tem potencial
para promover a expansdo do floema, com maior area de feixe e aumento da atividade
metabdlica, como evidenciado em videiras, nas quais elevacdes de temperatura
associadas ao acumulo de sacarose desencadearam o crescimento do floema em galhos e
peciolos (Wolberg et al., 2024).

No caule, tanto o parénquima cortical quanto o medular sofreram redugéo
quando as plantulas foram condicionadas ao CO- elevado. Para Innocente et al. (2020),
este comportamento ndo € comum, uma vez que Sse espera que com o enriquecimento de
COz haja proliferacéo de células no meristema vascular, expandindo o diametro do caule
e estimulando a divisdo do parénquima cortical e medular. No entanto, pode ocorrer que

0 parénquima cortical e medular apresentem espessuras menores, 0 que sugere gue com
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a maior disponibilidade de CO>, parte do carbono possa ser remobilizado do parénquima
para expansdo vascular, conferindo estabilidade estrutural e hidraulica (Liu et al., 2020;
Arsic et al., 2021).

Nossos resultados apontam que a interacdo entre fonte de carbono e CO:
atmosférico, € um fator-chave no planejamento de protocolos de micropropagacao de ipé
roxo. A compreensdo dos mecanismos envolvidos na adaptacdo ao cultivo in vitro e na
transicdo para a autotrofia permite ndo apenas otimizar as taxas de crescimento, mas
também contribui com estratégias para a conservacgéo e propagacdo do ipé-roxo, espécie
de relevancia ecoldgica e paisagistica.

Futuros estudos devem ser realizados afim de aprofundar o conhecimento sobre
parametros fisiologicos e bioquimicos associados a resposta das plantulas em condigdes
de elevado CO; e dosagens de sacarose, bem como verificar se plantas em tais condi¢des
apresentam maior rusticidade na aclimatacdo, e ainda, estudar a aplicacdo desses ajustes
em escalas maiores e em sistemas de cultivo alternativos, como biorreatores de imerséo

temporaria, sistemas hidropdnicos ou cultivo ex vitro sob ambiente controlado.
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5 CONCLUSOES

A fonte de carbono e as condi¢des atmosféricas, exercem influéncia significativa
sobre o crescimento, fisiologia e anatomia de plantulas de H. impetiginosus em condigoes
de cultivo in vitro. Dessa forma, recomenda-se 10 g L™* de sacarose + 800 pmol mol* de
CO; para maximizar o crescimento e a eficiéncia fotossintética durante o cultivo in vitro,
especialmente em fases de transicdo para a autotrofia. Quanto aos aspectos anatdmicos,
as plantas sob condigdes de 20 g L™ de sacarose + 800 pmol mol* de CO; apresentaram
maior indice e densidade estomatica e maior espessura do feixe vascular.

Nossos resultados apontam a possibilidade de que H. impetiginosus apresente
certa plasticidade fisiologica e anatdmica diante de ambientes com alta concentracdo de
CO., como os previstos em cenarios de mudancas climaticas, sugerindo um potencial
adaptativo que merece ser investigado em estudos de maior escala e em condicGes ex

vitro.
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