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Sacarose, nimero de explantes e vedacao de frascos na multiplicacio in vitro de Apuleia
leiocarpa

Sucrose, number of explants and frasks sealing on in vifro multiplication of Apuleia
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Resumo: Para viabilizar o cultivo in vitro de Apuleia leiocarpa, varias sdo as lacunas de conhecimento. Nesse
sentido, coloca-se como pergunta da pesquisa se o sucesso da multiplicagdo pode ser obtido com a mudanca de
condigdes basicas de cultivo. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da sacarose, nimero de explantes e vedagao
de frascos na multiplicacio in vitro da espécie. Testou-se as concentragdes 0, 5, 15, 30 ¢ 45 g L' de sacarose ¢ a
interacdo entre numero de explantes (1, 2 3 e 4) e formas de vedagao de frascos (com e sem membrana) no cultivo
de segmento nodais. As menores concentragoes de sacarose foram mais eficientes, resultando em um maior nimero
de folhas, reducdo da oxidagdo e calos. A vedagdo dos frascos e o numero de explantes influenciaram o crescimento
das plantas, com melhores resultados no cultivo de poucos explantes em frascos com uso de membrana.
Palavras-chave: Micropropagacdo. Espécie Ameacada. Carboidrato. Troca gasosa.

Abstract: To enable the in vitro cultivation of Apuleia leiocarpa, there are several gaps in knowledge. In this
sense, the research question is whether successful multiplication can be achieved by changing basic cultivation
conditions. The objective of this study was to evaluate the effect of sucrose, number of explants, and flask sealing
on the in vitro multiplication of the species. Sucrose concentrations of 0, 5, 15, 30, and 45 g L' were tested, as
well as the interaction between the number of explants (1, 2, 3, and 4) and flask sealing methods (with and without
membrane) in the cultivation of nodal segments. Lower sucrose concentrations were more efficient, resulting in a
greater number of leaves, reduced oxidation, and callus formation. Flask sealing and the number of explants
influenced plant growth, with better results when cultivating fewer explants in flasks using a membrane.
Keywords: Micropropagation. Endangered Species. Carbohydrate. Gas exchange.
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Resumen: Para posibilitar el cultivo in vitro de Apuleia leiocarpa, existen varias lagunas en el conocimiento. En
este sentido, la pregunta de investigacion es si se puede lograr una multiplicacion exitosa modificando las
condiciones basicas de cultivo. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la sacarosa, el numero de
explantos y el sellado del matraz en la multiplicacion in vitro de la especie. Se probaron concentraciones de
sacarosa de 0, 5, 15,30 y 45 g L', asi como la interaccion entre el nimero de explantos (1, 2, 3 y 4) y los métodos
de sellado del matraz (con y sin membrana) en el cultivo de segmentos nodales. Las concentraciones mas bajas de
sacarosa fueron mas eficientes, resultando en un mayor nimero de hojas, menor oxidacion y formacion de callos.
El sellado del matraz y el nimero de explantos influyeron en el crecimiento de la planta, con mejores resultados
al cultivar menos explantos en matraces utilizando una membrana.

Palabras-clave: Micropropagacion. Especies en peligro de extincion. Carbohidratos. Intercambio de gases.
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Consideracoes iniciais

Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr., conhecida popularmente como garapa, grapia
ou amareldo, ¢ uma espécie arbdrea nativa do Brasil, amplamente distribuida no pais, com
ocorréncia registrada em 25 das 27 unidades federativas e, em virtude da excelente qualidade
da sua madeira e do seu potencial energético, ao longo dos anos, foi explorada de forma
desordenada, resultando na sua inclusao na lista de espécies arbéreas ameacgadas de extingao,
sendo classificada como espécie vulneravel (Lorenzi, 1992; Carvalho, 2003; Martinelli;
Moraes, 2013; Medeiros, 2025). 4. leiocarpa também tem importancia medicinal, com exemplo
de aplicacdo de seus extratos em testes indicando seu potencial como antitumoral contra o
cancer de pulmao (Azevedo et al., 2024).

Esta espécie apresenta madeira moderadamente pesada, dura, facil de trabalhar, de longa
durabilidade e resisténcia (Reis ef al., 2017; Vivian et al., 2018), caracteristicas que denotam a
sua grande importancia para o setor madeireiro, sendo usada para marcenaria, postes, moirdes
e construcao civil (Lorenzi, 1992). A. leiocarpa esté listada como uma das 10 madeiras mais
comercializadas no Brasil (SNIF, 2016) e, para que seja possivel o atendimento deste mercado,
¢ necessario que os seus aspectos silviculturais sejam estudados, visando a oferta de mudas de
qualidade. Para alcangar o sucesso na produ¢do de mudas de espécies arboreas, ¢ necessario
que se tenha dominio de técnicas de producdo de mudas de alta qualidade derivadas de fontes
superiores ou mudas que atendam aos requisitos de diversidade e aos objetivos do plantio (Silva
etal., 2022).

A producdo de mudas de A. leiocarpa tem sido tradicionalmente realizada pela
propagacao sexuada, enfrentando dificuldades, como a irregularidade na producao e baixa
viabilidade de sementes, necessidade de conhecimento fenologico amplo da espécie,
adicionadas ao baixo controle de fatores genéticos e ambientais neste sistema de produgao
(Felippi et al. 2012). A propagacdo vegetativa oferece uma solu¢do para alguns desses
problemas. A micropropagacao, como uma técnica de propagacgdo vegetativa, surge como uma
ferramenta alternativa importante, principalmente quando se encontra dificuldades a partir das
técnicas convencionais de producdo de mudas (Xavier, Wendling; Silva, 2021). A
micropropagacdo permite a producdo in vitro de forma rapida de um material homogéneo e
uniforme, em larga escala, livre de patogenos, vigoroso e produtivo (Trueman; Hung;

Wendling, 2018).
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No cultivo in vitro tradicional, ¢ rotineira a adicdo de aglcares organicos, como a
sacarose, ao meio de cultura em frascos vedados, que permitem pouca troca gasosa. O uso de
acucares influencia diretamente na morfogénese das plantas, podendo ocasionar alteracdes em
fatores como vigor, altura, taxa de multiplicacdo, desenvolvimento e alongamento do sistema
radicular, além da taxa de sobrevivéncia nas etapas da aclimatizacao (Soares et al., 2023). O
cultivo in vitro no sistema de vedacao convencional propicia alta umidade relativa e reduzidas
trocas gasosas, resultando em um aumento de CO> e gas etileno (Silva et al., 2014; Silva et al.,
2016). Alguns estudos indicam que o aumento da taxa de troca gasosa pode possibilitar
melhores taxas de crescimento in vitro, bem como melhoria de aspectos anatomicos e
fisiologicos, além da sobrevivéncia nas etapas de aclimatizagdo (Guanais; Moraes; Fermino
Junior, 2022; Oliveira Junior et al., 2022). Além disso, a defini¢do da quantidade de material
cultivado em um mesmo ambiente pode influenciar no sucesso da multiplicacdo (Santos et al.,
2015), uma vez que havera diferengas no consumo do meio nutritivo, assim como na producao
de etileno e consumo de COz dentro dos frascos.

Desse modo, para se conseguir sucesso € producao de mudas de qualidade in vitro,
varios fatores precisam ser ajustados, de forma a atender necessidades especificas de cada
espécie. Dentre esses fatores estdo a quantidade de sacarose adicionada ao meio nutritivo, o
tipo de vedacdo dos frascos, visando a adequada troca gasosa com o meio externo, € a
quantidade de explantes a ser cultivada em um mesmo recipiente.

Para A4. leiocarpa, alguns trabalhos de cultivo in vitro avangaram no conhecimento sobre
0 uso de benzilaminopurina e qualidade de luz na multiplicacdo e 4cido indol butirico no
enraizamento; no entanto, os resultados de multiplicacio ainda ndao foram considerados
satisfatorios para producao em escala da espécie (Lencina et al., 2017; Lencina et al., 2018;
Silveira; Miranda; Abreu, 2024). Muitos fatores que influenciam o desenvolvimento in vitro de
plantas ainda s@o desconhecidos para A. leiocarpa. Silva et al. (2022) apontam a propagacao
vegetativa como um passo importante para permitir a multiplicagdo de arvores selecionadas,
mas a falta de informagdo para a espécie ¢ uma dificuldade no processo. Nesse sentido, o
presente estudo visa avaliar a influéncia da quantidade de sacarose, do numero de explantes e

formas de vedacao na multiplicagdo in vitro de plantas de Apuleia leiocarpa.

Rev. Bras. de Iniciacio Cientifica (RBIC), IFSP Itapetininga, v.13, ¢026001, p. 1-20, 2026.

Pégina4




brasileira
de miciacio cientifica

ISSN: 2359-232X
Metodologia

O trabalho, utilizando-se de dados numéricos, emprega uma abordagem quantitativa,
para a descricdo e a explicagdo da influéncia de fatores como concentracdo de sacarose,
quantidade de explantes inoculados e formas de vedagao dos frascos de cultivo no crescimento
in vitro de A. leiocarpa. Trata-se de uma pesquisa de natureza aplicada e experimental para
levantamento e coleta dos dados em ambiente controlado, com a utilizacdo de métodos
estatisticos para quantificar os dados e generalizar os resultados. Os objetivos sdo de
caracteristica explicativa e abordam o comportamento das plantas em diferentes condig¢des de
cultivo, intencionando contribuir com a evolu¢ao do conhecimento cientifico, uma vez que tais
informagdes ainda ndo foram elucidadas para a espécie. Dessa maneira, atribui-se a esta
pesquisa uma abordagem quantitativa de natureza aplicada, cujo intuito explicativo é a
estimacdo da melhor concentracdo de sacarose, nimero de explante e forma de vedagdo no

cultivo in vitro de A. leiocarpa.

Estabelecimento de culturas assépticas

Plantulas obtidas de cultivo in vitro ¢ isentas de contaminagao foram utilizadas como
fontes doadoras de explantes. Para obté-las, foram realizadas a assepsia e a quebra de dorméncia
das sementes de A. leiocarpa em &cido sulftrico (H2SO4) 98% por 20 minutos, sob agitacdo
constante, com posterior lavagem das sementes, por 5 minutos, em agua destilada e autoclavada
(Fabris; Gerber; Sartoretto, 2016).

Ap6s desinfestacdo, as sementes foram inoculadas em frascos contendo 30 mL de meio
de cultura WPM (Lloyd; Mccown, 1981) previamente preparado e autoclavado, acrescido de
100 mg L' de mio-inositol, 800 mg L' de polivinilpirrolidona (PVP), 20 g L' de sacarose e
2,3 g L' de phytagel, com pH ajustado para 5,7+0,1. Foram inoculadas trés sementes por
recipiente, os quais foram mantidos em sala de cultura com temperatura (25+2°C) e fotoperiodo
(16h) controlados. Apds 30 dias, foram obtidas as plantulas para retirada dos explantes e

montagem dos testes.

Sacarose
Na camara de fluxo laminar, segmentos apresentando cerca de 2 cm foram retirados das

plantulas germinadas in vitro e inoculados em frascos contendo 30 mL de meio de cultura WPM
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previamente preparado e autoclavado, acrescido de 100 mg L' de mio-inositol, 800 mg L de
PVP, 2 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP) e 2,3 g L' de phytagel com pH ajustado para
5,7+0,1. Testou-se a adi¢do de 0, 5, 15, 30 e 45 g L' de sacarose no meio de cultura. Adotou-
se um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos (concentragdes de
sacarose) € 10 repeticdes, cada uma composta por um frasco contendo dois explantes. O
material vegetal foi mantido em sala de cultura com temperatura de 25+£2°C e 16h de

fotoperiodo, até a avaliagdo aos 30 dias.

Numero de explantes e vedacao dos frascos

Segmentos nodais apresentando cerca de 2 cm, contendo um par de folhas, foram
retirados de plantulas in vitro e inoculados, em camara de fluxo laminar, em frascos de 250 mL
de capacidade contendo 30 mL de meio de cultura WPM acima descrito. Testaram-se quatro
quantidades de explantes inoculadas nos frascos, sendo 1, 2, 3 e 4 segmentos nodais e dois tipos
de vedacao dos frascos (Figura 1). No primeiro tipo de vedagao, os frascos foram vedados com
tampas de polipropileno (com taxa de troca de CO2 de 14 pL L' s), enquanto no segundo
foram utilizadas tampas de polipropileno com um orificio de 10 mm coberto com membrana

porosa (com taxa de troca de CO2 de 21 pL L' s7) (Saldanha et al., 2012).

Figura 1: Padroes de vedacao de frascos empregados no cultivo in vitro de Apuleia leiocarpa,
(A) Tampa de polipropileno sem membrana; (B) Tampa de polipropileno com orificio de 10
mm coberto por uma membrana

Fonte: elaboracdo propria (2024)
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Os frascos foram mantidos em sala de cultura com temperatura de 25+2°C e 16h de
fotoperiodo. Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x2,
com quatro quantidades de explantes e dois padrdes de vedagdo de frascos, com nove

repetigoes.

Analise de dados e resultados

Para os testes de sacarose e de nimero de explantes em funcdo dos tipos de vedagao,
foram avaliados, aos 45 dias, o nimero ¢ o tamanho da maior brota¢do emitida, tamanho dos
calos, oxida¢do do meio de cultura, classificado em escala 0 — sem oxidacao, 1 — baixa, 2 -
média e 3 - alta (Figura 2) e o vigor das plantas, classificado em uma escala de 0 a 3, em que:
0 — morto, 1 - ruim, 2 - bom, 3 — 6timo (Figura 3). Para o teste de sacarose, foram avaliados
também o tamanho médio das brotacdes emitidas, o nimero de gemas e de folhas expandidas

(>0,5mm).

Figura 02: Classificagdo de oxidacdo do meio de cultivo de Apuleia leiocarpa sob diferentes
concentragdes de sacarose aos 45 dias de cultivo, variando entre 0 e 3. (A) Sem oxidagdo - 0;
(B) Baixa oxidagao — 1; (C) Média oxidacao — 2; (D) Alta oxidag¢ao — 3

Fonte: elaboracao propria (2024)

A oxida¢ao do meio de cultura foi observada pelo escurecimento do meio nutritivo, que
antes da inoculacdo ndo apresentava coloracdo. O escurecimento do meio, avaliado na escala

descrita, foi obtido em diferentes niveis, a partir do cultivo das plantas por 45 dias (Figura 2).
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Ja o vigor das plantas, avaliado também na escala descrita, considerou o desenvolvimento geral

da planta in vitro, seu aspecto visual e crescimento (Figura 3).

Figura 03: Classificacdo de vigor de Apuleia leiocarpa sob diferentes concentracdes de
sacarose aos 45 dias de cultivo, variando entre 0 e 3. (A) Morto - 0; (B) Ruim — 1; (C) Bom —
2; (D) Otimo —

Fonte: elaboracao propria (2024).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e analise complementar do
experimento com regressao para o fator sacarose e teste de Tukey para a comparagao de nimero
de explantes em fun¢do dos sistemas de vedacdo dos frascos. O nivel de significancia 5 foi
adotado como padrdo nas analises realizadas em ambiente R versdo 4.2.3 (R Core Team, 2024),

utilizando o pacote ExpDes (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2014).

Sacarose

As concentragdes de sacarose adicionadas ao meio nutritivo influenciaram o niumero de
folhas expandidas emitidas pelos explantes in vitro, a oxidagdo do meio e o tamanho do calo
(Tabela 1). O vigor das plantas, nimero de gemas, nimero ¢ tamanho de brotagdes nao se

diferiram, significativamente, entre as concentracdes de sacarose utilizadas.

Tabela 1 — Resultado da andlise de variancia para vigor, nimero de gemas, numero de
brotagdes, tamanho médio das brotacdes, tamanho da maior brotacdo, oxidacdo do meio,
tamanho do calo e nimero de folhas expandidas (>5mm), a partir de segmentos nodais de
Apuleia leiocarpa inoculados in vitro em funcao das diferentes concentragdes de sacarose, 45
dias apos a inocula¢do

Variavel P CV (%)

Vigor 0,1365™ 36,71
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Numero de gemas 0,0944" 39,98
Numero de brotacdes 0,0942™ 58,99
Tamanho da maior brotacgao 0,8427" 31,05
Oxidagdo 45x 101" 42.55
Tamanho do calo 3,9x 1071# 36,07
Numero de folhas expandidas 0,0156" 119,07

Nota: CV: Coeficiente de Variagdo; P: probabilidade do valor P; *: p <0,05; ns: p > 0,05.
Fonte: elaboragao propria (2024).

Os maiores valores para oxidagdo do meio e tamanho de calos foram observados nas
maiores concentragdes de sacarose. Para a variavel numero de folhas expandidas, houve

tendéncia de decréscimo com o aumento da concentragao de sacarose (Grafico 1).

Grafico 1 - Numero de folhas expandidas (A), oxidagdo do meio (B) e tamanho do calo (C) em
funcdo das concentracdes de sacarose na multiplicacdo in vitro de segmentos nodais de Apuleia
leiocarpa, aos 45 dias ap6s a inoculacao
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Fonte: elaboragdo propria (2024).

De forma geral, a auséncia da sacarose proporcionou melhores resultados, apresentando
plantas com menor quantidade de calos, oxida¢ao mais baixa do meio de cultivo € com maior
numero de folhas expandidas. A presenca de maior nimero de folhas expandidas pode ser
associada a uma maior area fotossinteticamente ativa dos explantes. Além disso, a redugdo ou
a auséncia de sacarose no meio nutritivo significa uma reducdo no custo de produgao.

Um calo ¢ basicamente um tecido tumoral, a principio ndo organizado e nao
diferenciado, que, geralmente, surge a partir de cortes de materiais vegetais e tecidos
diferenciados, por estimulos, como o uso de reguladores de crescimento (Pierik, 1990). No
presente trabalho, observou-se que a concentracao de sacarose também estimulou a formagao
de calos em A. leiocarpa, que eram maiores quanto maior fosse a quantidade de sacarose
adicionada ao meio nutritivo (Grafico 1C). Em alguns testes, a formacgao de calo ¢ o objetivo
do cultivo, podendo ser um passo importante para a obtengdo de outras estruturas, a partir da
organogénese ou embriogénese somadtica (Xavier, Wendling; Silva, 2021). No entanto, em
algumas situagdes, esse pode ser um resultado morfogénico desfavoravel, dificultando alcangar
resultados de multiplicagdo ou enraizamento das plantas cultivadas in vitro. Apesar da formagao
de calo em A. leiocarpa mostrar que a adicdo de sacarose no meio de cultura ocasiona um
estimulo de producdo de novas células, essas ndo foram direcionadas para formagdo de
estruturas vegetativas importantes, nao contribuindo para a producdo de gemas e brotos da

espécie, sob as condicdes testadas.
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A sacarose representa uma das principais fontes de carboidratos para o cultivo vegetal

in vitro, podendo influenciar na proliferacdo das plantas (Vasconcelos et al., 2014). O seu
suprimento exoégeno pode ampliar as reservas de amido e sacarose nas plantas
micropropagadas, favorecendo a sua multiplicagdo e desenvolvimento, bem como a
aclimatizacdo ex vitro, acelerando as adaptacdes fisiologicas necessarias neste ambiente de
cultivo (Hazarika, 2003; Mahendra et al., 2020). As concentragdes convencionalmente
utilizadas sdo de 20 a 30 g L! de meio de cultura, no entanto, uma investigacio mais especifica
para cada espécie e condi¢do de cultivo pode trazer resultados diferentes em relagdo ao melhor
desenvolvimento in vitro. Alguns trabalhos j& relataram que a reducdo do agucar,
principalmente associada a sistemas de maior troca gasosa, pode beneficiar a multiplicacao das
plantas in vitro e que a demanda por aclcar também pode variar entre as fases de
desenvolvimento in vitro (Miranda et al., 2024)

Os agucares agem como moléculas sinalizadoras, que regulam muitos processos
metabolicos e de desenvolvimento nos vegetais, sendo a sacarose mais comumente translocada.
O seu acumulo nos tecidos foliares pode promover um aumento da taxa de crescimento das
plantas, bem como atuar como um sinal inicial no controle do crescimento de gemas axilares,
além da armazenagem de carboidratos em Orgdos reserva, enquanto a sua caréncia pode
estimular um aumento de taxas de fotossintese (Taiz ef al., 2017). Além de fornecer carbono e
energia para o crescimento e a biossintese de polissacarideos, a sacarose € crucial no
desenvolvimento das plantas, essencialmente nas etapas de enraizamento e aclimatizacao,
devido a uma formacao eficiente de sistemas radiculares e foliares, alto acimulo de compostos
fenolicos, maior lignificagdo do tecido vascular, desenvolvimento de estomatos funcionais e
maior teor de substancias fotossintéticas (Nunez-Ramos et al., 2021).

Segundo Pereira et al. (2021), ao avaliarem a influéncia da sacarose em Syagrus
coronata (Mart.) Becc, os autores observaram que condi¢des de 40 g L™ de sacarose sdo ideais
para germinacao e multiplicacdo de embrides zig6ticos. J& Fortini et al. (2021) concluiram que
a suplementacdo de sacarose no cultivo in vitro de Vernonia condensata, juntamente com taxas
de trocas gasosas, representa uma estratégia eficiente para obten¢do de plantas com maior
biomassa. A redug¢do da sacarose e o aumento das taxas de trocas gasosas também foram
relatadas como estratégias eficientes para o estabelecimento de microcepas do clone de

Eucalyptus urophylla mantidas em condigodes in vitro (Miranda et al., 2024). No presente

Rev. Bras. de Iniciacio Cientifica (RBIC), IFSP Itapetininga, v.13, ¢026001, p. 1-20, 2026.

Pagina 1 1




2D

w8\ brasileira
de miciacio cientifica
ISSN: 2359-232X

trabalho se pode observar um desenvolvimento superior para 4. leiocarpa, sem a utilizagdo de

sacarose na fase de multiplicagao.

Numero de explantes e vedacio dos frascos

Houve interacao dos fatores nimero de explantes e vedagao dos frascos para o vigor das
plantas. As variaveis oxidacdo e numero de brotagdes foram influenciadas, de forma
independente, pelo nimero de explantes, enquanto o tamanho do calo foi influenciado pelo tipo
de vedacao utilizado. Ja para a variavel tamanho da maior brotacgao, nio foi observada diferenca

significativa para os fatores testados (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultado da analise de variancia para oxidacdo, nuimero de brotacdes, tamanho da
maior brotacdo, vigor e tamanho do calo a partir de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa
inoculados in vitro em funcao do sistema de vedacdo (Ved) e numero de explantes (NE) por
frasco, apos 45 dias de cultivo

Variavel ’ CV (%)
Ved NE Ved x NE
Oxidagao 0,1915™ 6x 10-5" 0,5466™ 28,97
Numero de brotacdes 0,6787" 0,0216" 0,7082" 68,66
Tamanho da maior brotac¢ao 0,7609™ 0,2144" 0,8522" 79,49
Vigor 0,7013"™ 0,4519™ 0,0402" 42,70
Tamanho do calo 0,0229" 0,3240™ 0,3613™ 55,46

Nota: CV: Coeficiente de Variagdo; P: probabilidade do valor P; *: p <0,05; ns: p > 0,05
Fonte: elaboragdo propria (2024)

Uma maior oxidacao do meio de cultura foi observada quando se utilizou mais explantes
em um mesmo frasco de cultivo (3 e 4 explantes) (Tabela 3). Quanto maior o nimero de
explantes em um mesmo recipiente de cultivo in vitro, maior ¢ o acumulo de substancias
exsudadas pelas plantas no meio de cultura. Ademais, foi observada uma variagao na producdo
de brotacdes em relacdo ao numero de explantes inoculados. Quando se utilizou apenas 1
explante, comparado com o uso de 4 explantes no frasco, obteve-se um maior niimero de brotos
por explante. Este resultado pode indicar uma relacdo entre a oxidagdo do meio e a

multiplicagdo das plantas, de forma que a producdo de novos brotos pode ser afetada
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negativamente pelo processo de oxidagao do meio nutritivo, durante o tempo de avaliacao do

teste.

Tabela 3 - Valores médios de numero de brotagdes e oxidagdo do meio de cultura, a partir de
segmentos nodais de Apuleia leiocarpa inoculados in vitro em funcao do numero de explantes
por frasco, 45 dias apds a inoculacao

N° de explantes N° de brotacoes Oxidacao
1 3,17a 1,67 b
2 2,12 ab 1,83 b
3 1,82 ab 2,67 a
4 1,29 b 2,83 a

Nota: Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey em nivel de 95% de significincia
Fonte: elaboracdo propria (2024)

A severidade do escurecimento devido a oxidagdo varia, dependendo da espécie, idade
e posi¢do do tecido, idade da planta mae e local da excisdo do explante, bem como do meio de
cultura (Huang et al., 2002). Um recurso utilizado para minimizar o efeito da oxidacao fenolica
no meio de cultura ¢ a transferéncia sucessiva dos explantes em novos meios e frascos com
maior frequéncia, bem como a adigdo de antioxidantes como o carvao ativado (Xavier;
Wendling; Silva, 2021). Normalmente, a incisdo causada nos explantes provoca um estresse
oxidativo, que pode causar a oxidacao dos meios de cultura e dos tecidos vegetais, sendo este
um desafio ainda maior em espécies lenhosas (Teixeira et al., 2024).

O vigor das plantas foi influenciado pela interacao entre a quantidade de explantes e o
tipo de vedagdo. Inoculando-se 1 explante por frasco de cultivo, o uso de tampas sem
membranas proporcionou melhor vigor. No entanto, ao inocular 2, 3 ou 4 explantes, o tipo de
tampa nao influenciou significativamente os resultados de vigor (Tabela 4). Avaliando-se o
fator nimero de explante para cada tipo de vedacao utilizado, percebeu- se que ao se utilizar
tampas com membranas, o nimero de explantes inoculados ndo influenciou no vigor.
Entretanto, quando se utiliza tampas sem membranas, a inoculagdo de 4 explantes por frasco
permite obter um vigor significativamente inferior quando comparado ao resultado com a

inoculagdo de apenas 1 explante (Tabela 4). Quanto maior o nimero de explantes usados no
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mesmo frasco de cultivo, aumenta-se, possivelmente, o beneficio do uso de membrana, que

permite maior troca gasosa.

Tabela 4 — Valores médios de vigor a partir de segmentos nodais de Apuleia leiocarpa
inoculados in vitro em fungdo do tipo de vedagdo e numero de explantes por frasco, 45 dias
apos a inoculagdo

Numero de explantes

Vedacgao
1 2 3 4
Com membrana 1,5 aB 2,17 aA 1,67 aA 1,83 aA
Sem membrana 2,5 aA 1,50 abA 1,50 abA 1,33 bA

Fonte: Médias seguidas por letras iguais maitisculas na linha e minusculas na coluna ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey em nivel de 95% de significancia
Fonte: elaboracdo propria (2024)

Quanto ao tamanho dos calos, apenas o tipo de vedacao influenciou significativamente,
de forma que a utilizagdo de membrana proporcionou a formagao de calos maiores (0,96 cm),
quando comparado ao uso de tampas sem membrana (0,65 cm). As duas formas de vedagao
utilizadas se diferem, principalmente, quanto a taxa de troca gasosa entre o meio interno e
externo do frasco, produzindo ambientes diferentes dentro dos recipientes no cultivo in vitro.

Tradicionalmente na micropropagacdo, tampas sem membranas porosas sao as mais
utilizadas. Nesse sistema convencional, as trocas gasosas, geralmente, ocorrem apenas pela
difusdo de ar na area de contato entre a tampa e o frasco (Xiao; Niu; Kozai, 2011), restringindo
as trocas gasosas com o ambiente, aumentando a umidade e limitando as taxas de respiragao,
podendo causar desordens morfologicas e fisioldgicas (Saldanha et al., 2012; Silva et al., 2017).
Essas condigdes podem limitar o crescimento das plantas, devido a uma reducdo do
desempenho fotossintético e de absor¢ao de 4gua e nutrientes, além de perdas elevadas durante
a aclimatizag¢do, devido a alta mortalidade das plantas com desordens morfofisiologicas
(Chandra et al., 2010; Xiao; Niu; Kozai, 2011).

O uso de membranas porosas no cultivo de plantas é, muitas vezes, capaz de melhorar
o crescimento in vitro € o processo de aclimatizacdo, aumentando a porcentagem de
sobrevivéncia (Hoang ef al., 2017). Os melhores resultados em ambientes com membranas,
comumente, sdo associados ao aumento da fotossintese causada pelo aumento da

disponibilidade de CO». Para espécies como Dendrobium bigibbum, Acca sellowiana e
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Eremanthus incanus, o uso de formas de vedagdo que permitiam maior troca gasosa resultou

em beneficios no crescimento in vitro das plantas (Miranda et al., 2016; Ribeiro et al., 2019;
Guanais; Moraes; Fermino Junior, 2022). Em Humulus lupulus, o uso de membranas
proporcionou melhorias significativas nos parametros de crescimento das plantas, incluindo
comprimento do broto, area foliar e desenvolvimento radicular, além de facilitar uma melhor
regulacdo da transpiracao, levando a maiores taxas de sobrevivéncia durante a aclimatizagao
(Vale et al., 2025). No entanto, ¢ importante que seja testado para cada material vegetal e em
diferentes condi¢des. No presente estudo o uso de membranas foi considerado dispensavel na
multiplicagdo in vitro de A. leiocarpa, principalmente quando ha uma quantidade reduzida de

material vegetal compartilhando o mesmo recipiente.

Consideracoes finais

A concentracdo de sacarose, o numero de explantes inoculados e a forma de vedagdo
utilizada nos frascos de cultivo sdo fatores que influenciam no crescimento e na multiplicacao
in vitro de A. leiocarpa. A pergunta da pesquisa “se o sucesso da multiplicacao pode ser obtido
com a mudanga de condigdes basicas de cultivo” foi respondida, uma vez que mudangas nas
condi¢des de cultivo tradicional, como alteragdo nas quantidades de sacarose adicionada no
meio nutritivo e forma de vedagdo de frascos, causaram efeito na morfogénese das plantas.
Comumente, ¢ abordado que, na fase de multiplica¢do, deve-se trabalhar essencialmente a
combinac¢do de reguladores de crescimento, no entanto, este estudo mostra que as condigdes
basicas de cultivo precisam ser consideradas.

Apesar dos avancos obtidos, limitacdes relacionadas as baixas taxas de multiplicacao
obtidas no cultivo in vitro sao reconhecidas, necessitando ser maiores para fomentar projetos
de producao dessa espécie via cultura de tecidos. Percebe-se que a espécie apresenta dificuldade
nesta etapa de proliferacdo, com baixas taxas de formac¢ao de gemas e brotos, sendo necessario,
ainda, explorar novos fatores, que podem influenciar nas respostas morfogénicas e garantir uma
maior multiplica¢do de 4. leiocarpa in vitro.

Foi possivel testar todos os fatores propostos, obtendo respostas no desenvolvimento
das plantas submetidas as diferentes condi¢des, alcancando os objetivos do estudo. Os
resultados indicaram que a auséncia de sacarose no meio traz vantagens na multiplicacao,

observadas pela menor oxidagcdo do meio nutritivo, maior nimero de folhas expandidas e menor
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tamanho de calos. Além disso, a reducdo da sacarose permite reducao de custo de produgao,
bem como representa a redu¢do da dependéncia de fontes externas de carbono, o que pode
facilitar a aclimatizacdo das plantas na fase posterior.

Quanto a vedacdo dos frascos e numero de explantes, os resultados indicaram que
quando se cultiva menor quantidade de material vegetal em um mesmo frasco, ¢ recomendavel
veda-los com tampas sem membranas porosas. Com o aumento da quantidade de material
vegetal a ser cultivado em um mesmo ambiente, cresce também a possibilidade de beneficio de
aumento da troca gasosa, permitida pela utilizacdo de membranas porosas.

Assim, a reducdo de sacarose em meios nutritivos € o cultivo de menor quantidade de
explantes em frascos sem uso de membranas compdem condigdes mais adequadas para
multiplicagdo in vitro de A. leiocarpa. A partir desses resultados, esta pesquisa objetiva também
servir como base para trabalhos futuros sobre a espécie, uma vez que inclui elementos nao
abordados em outros estudos, mas que demonstraram a sua influéncia no crescimento das

plantas in vitro.
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